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Les recherches expérimentales et les nombreuses applica- 
tions cliniques des sérums antigangréneux ont montré anté- 
rieurement a l'un de nous que, pour donner les meilleurs 
résultats dans la pratique médicale, ces sérums doivent étre 8 
la fois antitoxiques et antimicrobiens, et que, d’autre part, 
leur titre moyen par centimetre cube doit étre de 100 unilés 
vis-a-vis d’une ou de deux doses mortelles de culture de B. per- 
fringens pour le sérum anti-perfringens (titrage sur le cobaye 
par voie intramusculaire). de 1.000 unités vis-a-vis d’une dose 
minima mortelle de toxine du Vibrion septique ou du Bacille 
histolytique pour les sérums anti-Vibrion septique et anti- 
histolytique (titrage sur lapin de 2 kilogrammes par voie 
intraveineuse), et de 1.000 unités vis-a-vis de 100 doses 
minima mortelles de toxine du Bb. edematiens pour le sérum 
anti-e@dematiens (titrage sur souris par vole sous-cutanée). 

Dans ces derniers temps, quelques auteurs ont essayé de 
standardiser les sérums antigangréneux. Ce travail a été entre- 
pris surtout sous l’impulsion du Comité d’Hygiéne de la Société 
des Nations, pour unifier les procédés de titrage, et permettre 

Annales de UInstitué Pasteur, t. XLIX, n° 4, 1932. 25 


388 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


une évaluation plus précise de la valeur des sérums préparés 
par les différents instituts sérothérapiques. 

La standardisation du sérum anti-perfringens a d’abord été 
étudiée par Bengston (1920), puis par Dalling, Glenny, Masson 
et O’Brien (1928), A. Sordelli, J. Ferrari et F. Jimenez de Asua 
(1928), Schlossberger et Menk (1929), H. Schmidt (1931); celle 
du sérum anti- vilved septique par Sordelli, Ferrari et Meyer 
(1929), Menk (1930), Kawamura (1930), H. Schiniat (1931); celle 
du sérum anti-@dematiens par Weinberg el Seguin (1917), Sor- 
delli, Ferrari et Meyer (1929), Kawamura (1930), H. Schmidt 
(1934) ; celle du sérum anti-histolytique par Sordelli et Fer- 

rari (1928), H. Schmidt (1931); celle du sérum anti-Sordelli 
par Sordelli, Ferrari et Meyer (1928). 

La plupart des méthodes employées par ces auteurs sont 
basées sur le vieux procédé d’Ehrlich, que Weinberg et Séguin 
(1917) avaient déja employé pour le titrage du sérum anti- 
edematiens. En utilisant 100 fois une dose minima mortelle de 
toxine pour la souris, en injection sous-cutanée, ces auteurs 
avaient déterminé un sérum standard permettant de titrer 
chaque nouvelle toxine de B. edematiens. 

La tendance actuelle est de généraliser lemploi de la souris 
pour les titrages des sérums. Nous avons donc cherché a pré- 
ciser la valeur, donnée par le titrage sur souris, de nos sérums, 
qui, aux titres indiqués plus haut, se sont montrés aussi effi- 
caces en sérothérapie expérimentale qu’en pratique clinique. 


A. — Sérum anti-edematiens. 


Le sérum anti-edematiens est titré sur souris, et le titrage 
du sérum anti-Sordelli est calqué sur le tilrage du sérum anti- 
cwedematiens. Nous avons établi un sérum standard anti-adema- 
fens en diluant un sérum neutralisant, & 1/1.000, 100 doses 
minima mortelles de toxine, comme ie montre Wenner. 
ci-dessous : 


Toxine : 1/1.500 cent. cube, 
Toxine : 1/1.000 cent. cube, 


souris injeclées, . . . 4 morte en 48 heures. 
souris injectées. . . . 2mortes en 24 heures: 

1 morte en 48 heures. 
Toxine : 4/500 cent. cube, 3 souris injectées .. .. 3 mortes em 24 heures. 


co 2 
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1/1.000 cent. cube de toxine est donc la dose minima mor- 
telle pour la souris, et 1/10 cent. cube représente 100 doses. 


Toxine : 4/10 cent. cube + sérum : 1/1.100 cent. cube, 


3} GOWNS NMNISCISES o G6 co Go 6 u oe Be ae 8 aca ae 1 morte en 24 heures; 


2mortes en 48 heures. 
Toxine : 1/10 cent. cube + sérum : 1/1.000 cent. cube, 


3) CKOUN MIS ANIKI pea eG G cee Badsallo Becso 6G 6-6 2 mortes en 48 heures. 
Toxine : 1/10 cent. cube + sérum : 1/900 cent. cube, 

SESOUEIS INFO CUES Sienn.t ciie, Aes ey, 8 Sais ee Ont survécu. 
Toxine : 1/10 cent. cube + sérum : 1/800 cent. cube, 

3 souris injectées . . . 2. - Ree ee een ae cee Ont survécu. 


La dilution de sérum standard (sérum : 15 cent. cubes + eau 


physiologique : 35 cent. cubes + glycérine : 100 cent. cubes) 
contient 100 unités antitoxiques par centimétre cube. 


B. — Sérum anti-perfringens. 


Nous avons déja dit plus haut que, pour apprécier la valeur 
du sérum anti-perfringens, nous titrions son pouvoir anti-infec- 
tieux. Cette méthode est certainement bonne, puisque nos 
sérums, étudiés par des collégues étrangers, ont toujours 
donné des taux suffisamment élevés. Ainsi, encore derniére- 
ment, Menk a étudié comparativement divers sérums anti- 
perfringens : un sérum américain, un sérum anglais, un sérum 
de l’Instilut Pasteur, et un sérum allemand; ces sérums ren- 
fermaient, en unités anglaises, respectivement 50, 75, 83 et 
17 unilés par centimétre cube; notre sérum a donc présenté ie 
titre le plus élevé. 

Mais nous titrons maintenant nos sérums anli-per/ringens 
sur la souris, suivant Ja technique adoptée a la derniére séance 
de la Commission des Experts du Comité d’Hygiéne de la 
Société des Nations (Londres, 1931). 

Nous avons cherché a préciser la valeur antitoxigue de 
quelques-uns de nos sérums anti-perfringens. Nous avons 
d'abord déterminé Ja dose minima mortelle d’un échantillon de 
toxine desséchée, puis, au moyen du sérum standard anglais, 
précisé la dose-test de cette toxine a employer dans nos titrages. 

a) Tilrage de la toxine : 


Toxine : 0 milligr. 145, 3 sourisinjeclées....... Ont survécu. 
Toxine : 0 milligr. 475, 3 sourisinjeclées ...... Ont survécu. 
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Toxine : 0 milligr. 20, 3 souris injectées ....... Ont survécu. 

Toxine : 0 milligr. 225, 3 souris injectées. ...... 4 morte en 4 heure 
4 morte dans la nuit, 

Toxine : 0 milligr. 25,3 sourisinjectées ....... 2 mortes en 1/2 heure; 


4 morte en 48 heures. 


6) Détermination de la dose-test de toxine : 


Sérum : 1 unité + toxine : 4 milligrammes, 5 souris 
5 mortes’en 4 heure. 


iWxeceinns Bo a a fo 5 of o oon 6 Ge BH ce 
Sérum : 1 HE eincne ge nailer 8, 5 souris 

IAA Co OO MG od too Old oe ot 6 6 5 mortes en { a 2 heures. 
Sérum : 1 unité+ toxine : 3 milligr. 6, 5 souris 

WN So ob Oop ooo be Gh S + . . 4 mortes en 1/2 heure a 2 heures. 
Sérum : 4 unité+ toxine : 3 milligr. 4, 5 souris 

ini RRS Ome oo OO OG 6 DOO et oo € Ont survécu. 
Sérum : t unité+ toxine : 3 milligr. 2, 5 souris 

OCI i eee tN G won Glckec cd ot 6.0 Ont survécu. 


La dose-test de notre toxine est donc de 3 milligr. 6. 

Quatre sérums anti-perfringens titrés avec cette dose de 
toxine (3 milligr. 6) contenaient respectivement 100, 400, 200 
et 250 unités antitoxiques par centimétre cube. 

Pour deux de ces sérums, le plus fort et le plus faible en 
litre antitoxique (400 et 100), nous avons tilré comparativement 
leur pouvoir anti-infectieux. Nous avons obtenu les résultats 
suivants : 

a) Titrage sur souris (pouvoir antitoxique, injection intra- 
veineuse) : 


Sérum 220. 


Toxine: 3 milligr. 6 + sérum: 1/150 cent. cube, 5 souris 


INNIECICCE 6 6 5 85 0 66 oo € . SG 0 0 08 5 mortes dans la nuit. 
Toxine: 3 milligr. 6 + sérum : 1/125 cent. cahe: 5 souris 

iInjecté esi ies LAs sy a She) Se AAA eee eee 5 mortes dans la nuit. 
Toxine : 3 milligr. 6 + sérum : 1/100 cent. cube, 5 souris 

injeCkees) a5 cee een Pee S560 6 5 Wit Soiaeeu, 


Sérum 249. 


Toxine : 3 milligr. 6 + sérum : 1/450 cent. cube, 


DESOUTIS 111] € CUCCS ounce Ment wisn+) 6 ar-itC yaar mma 5 mortes en 6 4 48 heures. 
Toxine : 3 milligr. 6 + sérum : 1/400 cent. cube, 

DESOURISHIN] CC UCC Soulmate «+ .6-+..-.-. 2mortes en 48 heures. 
Toxine : 3 milligr. 6+ sérum : 1/350 cent. cube, 

PYSOUTIS HTC Cle CSaas me namrar Gas. G0 SOA . Ont survécu. 


Toxine : 3 milligr. 6+ sérum : 1/300 cent. cube, 
OMG WMGEKS en 6 G6 oO eB O56 oa 5 oO 6 Ont survécu. 
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6) Titrage sur cobaye (pouvoir anti-infectieux, injection 
intramusculaire) : 
Témoins. 


Cobaye A96, 400 grammes, culture : 1/10 cent. cube . . Mort dans la nuit. 
Cobaye A74, 450 grammes, culture : 1/10 cent. cube . . Mort en 48 heures. 
Cobaye A78, 500 grammes, culture : 1/4 cent. cube. . . Mort dans la nuit. 
Cobaye A94, 400 grammes, culture : 1/4 cent. cube. . . Mort en 48 heures. 


Sérum 220. 


Cobaye A93, 470 grammes, culture : 1/10 cent. cube + sérum : 


At 2003 Centee CUD CEtae a.m sera eee a ie Bee ee eee SUE. DAPESt coedeiZ A survécu. 
Cobaye A54, 335 grammes, culture : 1/10 cent. cube + sérum : 

A 200kCeniR CUD erm crit S reete kere: oF vee re Oa, nae, se A survécu. 
Cobaye A79, 450 grammes, culture : 1/10 cent. cube + sérum : 

1/100 pent Cuber ite meas cho is,0 0 ad. Seen: Raper 6 A survécu. 
Cobaye A67, 450 grammes, culture : 1/10 cent. cube + sérum : 

d/AO0SCe ME CUD Ceri ewea tee kerrc or uyrene er ee a eee ts ate mos aee. tL ae A survécu. 
Cobaye A48, 390 grammes, culture : 1/4 cent. cube + sérum : 

A 200kcents CUDeya-wee tua cons Msn kc aE EEE. § f). Jee ae ee A survécu. 
Cobaye A62, 460 grammes, culture : 1/4 cent. cube + sérum : 

TW 20OECENU CUD Cron cance ei gomet power wet woileieey olor tots urchins RA A survécu. 
Cobaye A¥7, 430 grammes, culture : 1/4 cent. cube + sérum : 

AAO. CenbeCubD Ore ar pout. | cuasetobiny iu tech ce cake SM Abc we eri A survécu. 
Cobaye A535, 440 grammes, culture : 1/4 cent. cube + sérum : 

HOO OCii, CUUOG 6 5 ap o 6 4 6 8 0% CRESS ies) ash tt Be aa A survécu. 


Sérum 249. 


Cobaye A92, 325 grammes, culture : 1/10 cent. cube + sérum : 


NON) CO CNN. 69-566 boo boo oe Uh 8 6 OO oe oo A survécu, 
Cobaye A49, 430 grammes, culture : 1/10 cent. cube + sérum : 

WAND OOS AMON So 40 S15 Bao 6 G O86 So Bin eG 6 595 5 nS A survécu. 
Cobaye A60, 430 grammes, culture: 1/10 cent. cube + sérum : 

EMO ets OEICK > Cy Ome oO ooo o 4 Ovoum 6 awe db lolclg A A survécu. 
Cobaye A72, 415 grammes, culture : 1/410 cent. cube + sérum : 

WANK NCU: 6. Bio 8 o Ako 60.6 oo Ae oo Wee tebe Ss A survécu. 
Cobaye A87, 435 grammes, culture : 1/4 cent. cube + sérum : 

PANO Con, CUINSS 5 wb ole ons bo Goo oo oo OG Alb A survécu. 
Cobaye A73, 430 grammes, culture : 1/4 cent. cube + sérum : 

WX CEMi, CONS 6 4 ooo FS O65 05 5 Sb oS ob ob OK A survécu. 
Cobaye A80, 425 grammes, culture : 1/4 cent. cube + sérum : 

NC) Ceili, CUO 4 69 b a0S > o 5 5 oe 8 6 6 SF a Oo Box A survécu. 
Cobaye A86, 385 grammes, culture : 1/4 cent. cube + sérum : 

WENO VOCE CHING 65 bla o Soi bbe Gey oO 8 cea 6 Baas < A survécu. 


De notre expérience il découle gue le sérum anti-per/ringens 
titrant 100 unités antitoxiques par centimétre cube est capable 
de protéger le cobaye au moins contre deux doses minima 
mortelles de culture de B. perfringens, méme a la dose de 
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1/200 cent. cube. Nous acceptons done comme sérum anti- 
perfringens moyen, propre & l’usage thérapeutique, um sérum 
titrant 100 unités antitoxiques par centimétre cube. 


* 
se £ 


Il nous reste & déterminer exactement & quoi correspondent, 
titrés sur souris par voie intraveineuse, nos sérums anti- 
Vibrion septique et anti-histolytique, de valeur moyenne, 
antérieurement titrés sur lapin. 

Nous avons appliqué au titrage des sérums anti-Vibrion sep- 
tique et anti-histolytique la méthode de titrage adoptée par la 
Commission de standardisation des sérums antigapgréneux 
de la Société des Nations pour le sérum anti-perfringens : injec- 
tion intraveineuse, 4 la souris, d'un mélange d’une dose fixe 
de toxine seche diluée (15 & 20 doses mortelles) et de quantités 
variables de sérum. 

La toxine séche a été obtenue par précipitation par le sulfate 
dammoniague & saturation de cultures de vingt-quatre heures 
centrifugées (culture en bouillon glucosé pour le Vibrion sep- 
tique; culture en bouillon simple pour le Bacille histolytique). 
Avant la précipitation, la toxicilé du milieu est éprouvée sur 
lapin; pour le Vibrion septique, comme pour le Bacille histoly- 
tique, la toxine liquide doit tuer le lapinde 2 kilogrammes 4 la 
dose de 1/4 a 1/10 de centimétre cube. La toxine précipitée est 
ensuite desséchée sous la cloche a vide en présence d’acide sul- 
furique. Aprés vingt-quatre & quarante-huit heures elle est 
finement pulyérisée au mortier, puis répartie en petites 
ampoules de verre jaune ou bleu, qui sont fermées sous le vide 
et conservées 4 la glaciére, a labri de la lumiére, Chaque 
ampoule doit contenir une dose de toxine séche suffisante pour 
{ ou 2 titrages, variable suivant la toxine obtenue. Au moment 
de l'emploi, la toxine est redissoute en eau physiologique. 


Technique. 


Nous diluons la toxine séche de telle fagon que 1 cent. cube 
contienne 10 doses de toxine-test. A 1 cent. cube de cette dilu- 
lion nous ajoutons 1 cent. cube de sérum dilué contenant 
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10 doses de sérum & des taux variables. Aprés addition de 
3 cent. cubes d'eau physiologique, le verre, dans lequel a eu 
lieu le mélange, est laissé & la température du laboratoire et a 
labri de la lumiére, pendant trois quarts d’heure & une heure. 
Qn injecte ensuite & la souris 1/2 cent. cube de ce mélange. 
Pour chaque dose de sérum, il faut injecter au moins 5 souris. 


C. — Sérum anti-Vibrion septique. 


Dose bE TOXINE EMpLovin. — Les titrages étaient effectudés 
auparavant au laboratoire, sur lapin, avec une dose mortelle de 
toxine pour le lapin de 2 kilogrammes. Nous avons d'abord 
étudié comparativement l’activité de notre toxine sche sur le 
lapin et sur la souris. 

Voici les résultats de nos recherches : 

A. Lapin. — Sensibilité du lapin vis-a-vis de la toxine 
séche du Vibrion septique, redissoute en eau physiologique et 
injectée sous le volume de 1 cent. cube (vole intraveineuse). 

Voici quelques exemples : 


1° Lapin D35, 1 ktlogr. 909, 2 milligrammes .... . A survécu. 
AO leavin Viste i Nollovac, NY, aianibisies Gy 5 6 6 6 a 6 oc Mort en 16 heures. 
so Iberareey 1D) 7, at iknlkoeres NS oh erie oe 6 4 5 8 yo Mort en 16 heures. 
Lapin 1) 66, 1 kilogr. 850, 3milligr.3....... . Mort en 16 heures. 
Laping D2 dialoon 900 nsmmilligry 5-0. 2 aes) ee A suryécu. 
Lapin D7, 2 kilogrammes, 3 milligr.5 ....... A survécu. 
Lapin Di meikiloor 00s smililiic ne ome eee eA SULnVeCU: 
Lapin D'73; 2 kilosr, 100, 3 milligr. 3... ...- . A ‘survéeu: 
4° Lapin D38, 4 kilogr. 600, 4 milligrammes. . .... Morten 15 minutes. 
Lapin D9, 1 kilogr. 800, 4 milligrammes ..... . Mort en 10 minutes. 
Lapin D1, 1 kilogr. 950, 4 milligrammes ..... . Mort en 16 heures. 
Lapin D771, 1 kilogr. 950, 4 milligrammes..... . Mort en 40 minutes. 
Lapin D 37, 2 kilogrammes,4milligrammes.... . A survécu. 
Lapin D6, 2 kilogr. 050, 4 milligrammes ..... . A survécu. 
Lapin D70, 2 kilogr. 100, 4 milligrammes. ..... Mort en 40 minutes. 
50 apis. A lkilogriess0 <4 amilligr 5. <). ec 2). | Mort en 5 minutes. 
Lapin D10, 2 kilogrammes, 4 milligr.5....... Mort en 16 heures. 
Lapin D8, 2 kilogr. 150, 4 milligr. 5. ........ Mort en 30 minutes. 
6° Lapin D5, 1 kilogr. 900, 5 milligrammes ..... . Mort en 5 minutes. 
Lapin D72, 1 kilogr. 900, 5 milligrammes. .... . Mort en 5 minutes. 
Lapin D69, 1 kilogr. 950, 5 rooul bed CeNoonONES ye Mort en 5 minutes. 
Lapin D12, 2 kilogrammes, 5 milligrammes.... . Mort en 45 minutes: 
Lapin D11, 2 kilogr. 050, 5 milligrammes. .... . Mort en 45 s:oinutes , 


Lapin 162, 2 kilogr. 180, 5 milligrammes...... Mort en 16 :ninutes . 
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Ces exemples suffisent & montrer que des lapins de méme 
poids sont inégalement sensibles 4 la méme dose d'une méme 
toxine. Cette différence est d’autant plus marquée que lon se 
trouve plus prés de la dose mortelle limite; elle peut étre 
parfois considérable. Ainsi, dans l’expérience 3, 2 lapins de 
1 kilogr. 600 et de 1 kilogr. 850 sont morts en seize heures 
alors que 4 autres lapins pesant respectivement 1 kilogr. 900, 
2 kilogr. 100 et 2 kilogr. 100 ont supporté V’injection de la 
méme dose de toxine. De méme dans l’expérience 4, avec 4 mil- 
ligrammes de toxine, nous avons provoqué la mort d’un lapin 
pesant 2 kilogr. 100, alors que 2 lapins de 2 kilogrammes et 
2 kilogr. 050 ont survécu. 

On voit ensuite que la dose de 4 milligr. 5 s’est montrée stre- 
ment mortelle, méme pour des lapins dépassant légérement le 
poids de 2 kilogrammes. 

Ces expériences montrent également que la mort survient 
aprés un délai plus ou moins grand qui n’est pas en rapport 
direct avec le poids de l’animal. Ainsi, dans l’expérience 5, un 
lapin de 2 kilogr. 150 est mort en trente minutes, alors qu’un 
lapin de 2 kilogrammes est mort en seize heures. Ces exemples 
sont encore appuyés par les résullats obtenus chez les témoins 
lors des titrages de sérum. 

Il ressort de ces expériences que la dose strement mor- 
telle pour un lapin de 2 kilogrammes, ou d’un poids trés légé- 
rement supérieur, est de 4 milligr. 5 de la toxine que nous 
avons employée. 

B. Souris. -—— Toutes nos expériences ont été faites sur souris 
de 417 & 20 grammes, pesées avant l’expérience et & jeun. 


1° 0 milligr. 05-4 souris injeclées ...... Aucune morte. 
0 milligr. 10-4 souris injeclées ...... Aucune morte. 
0 milligr. 15-4 souris injectées ...... Aucune morte. 
0 milligr. 20-4 souris injeclées ...... Aucune morte. 
2° 0 milligr. 25-4 sourisinjectées ...... Aucune morte. 
0 milligr. 50-4 souris injectées ..... . 4 morles en 6 4 24 heures. 
0 milligr. 75-4 souris injectées ...... 4 mortes en 6 a 18 heures. 
1 milligramme-’ souris injectées . . . . . 4 mortes en 1 a 12 heures. 
3° 0 milligr. 20-3 souris injectées .. 2... Aucune morte. 
0 milligr. 22-3 souris injectées ...... Aucune morte. 
0 milligr. 24-3 souris injectées . ... . Aucune morte. 
0 milligr. 26-3 souris injectées .. 2... Aucune morte. 
0 milligr. 28-3 souris injectées ..... . 4 morte en 48 heures. 


0 milligr. 30-3 souris injectées ...... 1 morte en 12 heures; 2 mortes en 48 heures. 
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4° 0 millior. 26-48 grammes). ........ A survécu. 
(TTR, PLAS reg eeVOOS! 5 GG me of Ss 6 0 A survécu. 
Omron 26 grammes: a4 2 ss) A survécu. 
Ohmillier 32620 srammiess) 22 6... 46 A survécu. 
t) Toowl bese PAS aM 5 5 6 5 5 Go 0 6 A survécu. 
Onliner oivire ram ne Sia sessile lls A survécu. 
Opmilligr: 27-48 grammes > .- 2.5. ... A survécu. 
0 milligr, 27-20 grammes = ...... .°. A survécu. 
Ofna nen 28-18 sor ame secre rs ene Morte en 36 heures. 
W) TeOMNMUEAR, CRIA! eNOS) os § 6 po 8 6 c Morte en 6 a7 heures. 
0 milligr. 28-20 grammes ......... A survécu. 
Omer 28-20 orammesten ye) ue ee A survécu. 
Ommillign=29-18:erammes . = 5.52.5. . Morte en 48 heures. 
Ormillhers29-Ai erammMess 3 4 2) @ el Morte en 6 a7 heures. 
Oemilliten29-20 eran ne Siva een eee cue Morte en 48 heures. 
Oircillieye, POM eens 5 9s A a 6 oa o 7 Morte en 48 heures. 
U) iaowilbene, SSG enremrntiKey | 6 5 6 6 6 5 oc Morte en 6 a 7 heures. 
0 milligr. 30-47 grammes ....... . . Morte en 6 a 7 heures. 
Opmnillierws0-20kerammess 0 0 ies ee Morte en 48 heures. 
Opmullicr 30-20 ;erammes! 5a). . ees ae Morte en 48 heures. 


D’aprés ces recherches, la dose minima mortelle de notre 
toxine pour la souris de 174 20 grammes est de 0 milligr. 29. La 
dose mortelle pour le lapin de 2 kilogrammes, étant de 4 mil- 
ligr. 5, contient donc environ 15 doses mortelles pour la souris. 

Sila sensibilité du lapin était la méme que celle de la souris 
vis-a-vis de la toxine du Vibrion seplique, étant donné qu’il 
faut 4 milligr. 5 pour tuer un lapin de 2 kilogrammes, il fau- 
drait 100 fois moins, c’est-a-dire 0 milligr. 045 pour tuer une 
souris de 20 grammes. Or, la dose mortelle pour la souris de 
20 grammes est de 0 milligr. 29. Cet animal est done de 6 a 
7 fois moins sensible (0 milligr. 29 : 0 milligr. 045 — 6,4...) 
que le lapin & la toxine du Vibrion septique. 

Comme nous l’avons dit plus haut, le titrage des sérums anti- 
Vibrion septique s’effectuait jusqu’alors sur lapin. Nous consi- 
dérions comme sérum propre 4a l'utilisation tout sérum qui, a 
la dose de 1/1.000 de centimétre cube, protégeait un lapin de 
2 kilogrammes, contre une dose mortelle de toxine. 

Pour avoir un élément de comparaison avec les titrages anté- 
rieurs, nous avons utilisé comme dose-lest de toxine, pour les 
titrages sur souris, la dose de toxine tuant le lapin de 2 kilo- 
erammes, soil, avec notre échantillon, 4 milligr. 5. 

Nous avons ensuite titré comparativement un certain nombre 
de sérums sur lapin et sur souris, avec les résultats suivants : 
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Sérum du cheval 338. Saignée du 2 février 1932 


a) Souris : 


Toxine ; 4 milligr. 5 + sérum : 1/400 cent. cube, 5 souris 


WNOCISES 0B Go oo 0 0 0 5 Bakteo) Gees Dats be 
Toxine : 4 milligr. 5 + “nae 1/380 cent. cube, 5 souris 
NOC > oc 05 F S48 69 5 : 
Toxine : 4 milligr. 5 + eens 4/300 cent. cube, 5 souris 
INVOKES 4 oo Go OG Se SVG se eet el elon oy acme 


Toxine: 4 milligr. 5 + sérum : 1/250 cent. cube, 5 souris 
WNC: 5 6 ge Ao oO Se OA Sores ho ees Pas 


Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/200 cent. cube, 5 souris 


Inj 6ClEes sean hegp a esag—s < eR cee Sa 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/130 cent. saben 5 souris 
WAAC e 5g gg 6 9 0 or sisi ataost aniore Saat eee ree 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum: 1/100 cent. cube, 5 souris 
INNO IES 9 yo oy & Ob Be BE ss eee i) Weenies 

b) Lapin : 


MEA HO I UNO DEW Awe ee a ye 

Lemorn Adee 2s kil Oo Ts 50 arene ae Ae Tee 

Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/1.500 cent. cube, A17, 
QistloerstlGOr Pew enare eues =, URS hat ac tee Sa meee 

Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/1.500 cent. cube, A18, 
ZAM O RT AOS OB ci swe) tr Eevee. mame le ceatems ret eerie 

Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/1.250 Bots cube, A40, 
2HkilOSpsOso a eG, alec BRE RE IAs Bae, ie 

Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 4/1.250 cent. cube, A12, 


5 mortes en 1h. 4/2. 
5 mortes en 1 h. 1/2. 


3 mortes en 2 heures; 2 mortes 
dans la nuit. 


4 morte en 4 heures; 2 mortes 
dans la nuit; 2 yivantes. 


Ont survécu. 
Ont survécu. 


Ont survécu. 


Mort en 20 minutes. 
Mort dans la nuit. 


Mort en 4 heures. 
Mort dans la nuit. 


Mort dans la nuit. 


DEO Sra S Oc C8 oe olhlp eee ee eee ee Se 8 NANTON 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/1.000 cent. cube, A16, 
A ihe erethOQs Seek. LS eke ey ae eet ee Vivant. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/1.000 cent. cube, A19, 
Ware Coved uatls| (ie eee Maer een oe Sait at co) eg ia oar Vivant. 
Toxine : 4 milligr. ecusevem : 1/750 cent. cube, A22, 
2 ckall oer: (080 Levels, Gra ee ets , aS eee ee . Vivant. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 41/750 cent. cube, A25, 
AITO Sri S302 Rags ee ae ine pew ca ae ea Vivant. 
Sérum du cheval 335. Saignée du 2 février 1932, 
a) Souris : 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 4/550 cent. cube, 
SES OUUPLS IM) CC UC ES meme menncmncar mete mre . 5 mortes en 3 heures. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/300 cent. cube, 
DES OULISeLM | C CHC CS i ahe mtn ane ae 5 mortesen 3a6heures. 


Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/450 cent. cube, 
B SOD WIC, ge 5 5 Bs 


2 mortes en 3 heures, 


3 mortes dans la nuit. 
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Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/425 cent. cube, 
5 souris injectées, . .. . | morte en 3 heures; 3 morles dans 
la nuit; 1 morte en 24 heures. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/400 cent. cube, 
USCA IDCs. G AvAce Aon oa A hn 3 mortes dans Ja nuit; 
2 mortes en 48 heures. 
Toxine : 4 milligr. 5 +sérum : 1/375 cent. cube, 
SPSOUNIS RIM OCLCGR: Hl sus Gaus «a a ts eh : 4 morte en 24 heures; 2 mortes en 
48 heures: 2 vivantes. 
Toxine : 4 muilligr. 5+ sérum : 1/350 cent. cube, 
DASOUIMS WNOISe o ho 6 AB Oe Oe ao os A Ont survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/325 cent. cube, 
b) KOUVAIS WHEREIS ¢ G6 5 6 8 oO eS 5 ao « : Ont survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/300 cent. cube, 
BOUTON KNOWS Geaab ol 6 Sao a o c Ont survécu. 
b) Lapin : 
Dieser lOer a doOk (2. weak tbe, Sipen Spee cok Brae Mort en 4h. 41/2. 
Dia ikilorr no00 ey eos. :5 sa oe sercisiteu alse cree neck. oy te Mort en 10 minutes. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 4/2. "500 Rane cube, D39, 
2p oer TA) Ore We esd ah nia oe) He Se eee Chee oases Mort dans la nuit 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/2. 300 oat cube, D35, 
4 kilogr. 900 ME eee aver eo aerate er ee Mort en 1 heure. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/2.000 bani: Eulie: D 43, 
2K NO CEOS OME MEU arses seo eee detalles oh che sy bie A suryécu. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/2.000 cent. cube, D 42, 
1 kilogr. 950 gS 0 65. 0) 8 amore OTe Peed O18 Mort en 48 heures. 
Toxine : 4 milligr. 5 a: sérum : 1/1.500 cenh cube, D38, 
2 kilogr. 100 B.S aE. ower Ao MICO Ce So cima A survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum ; 1/4.500 cent. cube, D 40, 
NEKTKOO R190 0 bain, Pues Vode h earci-el alts eiee ts eee ba ke A survécu. 


Sérum du cheval 335. Saignée du 8 


a) Souris : 


mars 1932. 


5 mortes en 2 & 5 heures, 


Toxine : 4 milligr. 5 + sérum 1/650 cent. cube, 
5 souris injectées..... eee 6 5 

Toxine : 4 milligr. 5 + sérum: 1/600 cent. cube, Aomee 
TOUS 6-6 gidso o eee to vo Gc cou pO bo 6.4 6 


Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/550 cent. cube, 5 
NNVCEKXESS o 6 6.0 6 6 goo So bo Go ado Bs 
Toxine : 4 milligr. 5 
TAOCWHA oo 5 6 oo 6 & Oo Boe 


b) Lapin : 


B56, 2 kilogr. 200. 
B47, 2 kilogr. 170. 


2 mortes en 4 heures; 3 mortes 
dans la quit. 


souris 


1 morte dans la nuit; 2 mortes 
en 48 heures. 


+ sérum : 1/450 cent. cube, 5 souris 


Ont survécu. 


Mort en 15 minutes. 
Mort dans la nuit. 
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Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/2.000 cent. cube, B45, 


2 KilOST MOON. cs aeeeeee (cee) tee mec rene ao A survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5 ++ sérum : 1/2.500 cent. cube, B59, 

PAA oN (oye os sD Feo. 8b 61 oo oh oO 2 0 A survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/2.500 cent. cube, B48, 

Sys ee Moe so bey oo o OG 0 61a G0 6 00 6 A survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/3.000 cent. cube, B55, 

“b SU eyed eet tones Gk On Oe eI 6 8 0 mf Oo oO aLO o Mort dans la nuit 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/3.000 cent. cube, B49, 

ANOS 02, 900); ep certo enna ewernerr erm i. 2 Alsuryécu: 


Sérum du cheval 333. Saignée du 8 mars 1932. 
a) Souris : 


Toxine: 4 milligr. 5 + sérum :1/400 cent. cube, 5 souris 
WOT LXOX ASH Aine aces onc Fo 6 bale me ove . . «+. 2 mortes en 4 heures; 3 mortes 
dans la nuit. 
Toxine: 4 milligr. 5 + sérum : 1/375 cent. cube, 5souris 


INJECLCESM.. eRe ne elas sot mye 5 mortes dans la nuit. 
Toxine : 4milligr. 5 + sérum : 1/350 cent. cube, 5 souris 

MAKES 6 Gb Gog Bo 6G 6 GO Ko G8 6 Sc - 5 mortes dans Ja nuit. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/325 cent. cube, 5 souris 

IDJECLEESH akinesia erence te eee ee ae mca arora Ont survécu. 
Toxine : 4milligr. 5+ sérum: 1/300 cent. cube, 5 souris 

WK OCUSES 5 Go o ge o ed sb ononcac «o's coke COMM IARECH 


b) Lapin. Les témoins étaient les mémes que ceux de l’expérience précé- 
dente : 


Toxine 4 milligr. 5+ sérum : 1/4.500 cent. cube, 


B39 2 klOSrammess, . ss . casi ee seek A survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/2.000 cent. cube, 

BA0) 22Kilo gies 400-20 we taaed oo temieuey ts en naan - Morten 4 heures. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/2.000 cent. cube, 

jeu Vayey GN Sg Gab 6 a 6 ... +» Morten 45 4 20 minutes. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/2. 500 Hen cube, 

Inby ys, PeLaiayae AN 6 o.5 6 @ op Ao g oO 8 . .. Mort en 45 a 20 minutes. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 4/2.500 cone cube, 

B46) (hilogr900., 7. ee, ce shee es te Mort en 45 & 20 minutes. 


Sérum du cheval 336. Saignée du & mars 1932 


a) Souris : 


Toxine : 4milligr. 5+ sérum : 1/400 cent. cube, 5 souris 


injectees sch Seat ease AO e ee ee 5 mortes dans la nuit. 
Toxine : 4milligr. 5 + sérum : 1/350 cent. cube, 5 souris 
INjECUCES Tw ee ae st eee ec on are ae renee 2 mortes dans la nuit; 3 mortes 


en 48 heures. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum: 1/300 cent. cube, 5 souris 


WOK onc peo cla 6 og Gb 6 oe clos 0 0 . . . 2mortes dans la nuit. 
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Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/250 cent. cube, 5 souris 


NOC CUCC Saray tn aca f) Aer, ewe Breen g Je reo . Ont survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérame: 1/200 cent te 5 souris 

LINC CUCOSi me tern he Manatee pet ey er ea Me pie Ont survécu. 

b) Lapiz: 
leitch), AA TONES WM 5 a Ge aoe go ne noe sever (yah ee cunetee Mort en 5 minutes. 
Boe con OST 0S evs arte afONN Soren pe nas 6, eee Mort en 5 minutes. 
Toxine : 4 milligr. 5 +- sérum : 1/2.000 hen ne B85, 

ils SLO KOYesT Pat is eee een lhc ce een CN Wythe co. 6 Mort en 10 minutes. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/2.000 cent. cube, B82, 

CALELOST SOB OM coen cae ee ey mee eee . A survécu. 
Toxine : 4 milligr. § + sérum ;: 4/1. 500 cent cube, B83, 

DEILOoT A OO) et 6 eae Cea Sue Ue cn oe So Mics Mort dans la nuit. 
Toxine : 4 milligr. 5 + serure 1M: 500 cent. cube, B87, 

ABIL OS SOS OS care et eh cw ica cio hema ee PAUSUTVe Cllrs 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/1.000 eon ube B80, 

ZG Goyeses (UPA Sa Nw Aree evaane) DAMPar is chs Gocoit ee uce Seee nm oA CEINAY PLU 


Sérum du cheval 337. Saignée du 8 mars 1932. 
a) Souris : 


Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/200 cent. cube, 


HES OULISMIM eC CUCESH a seen on aot elctert apes Ay Were ere ree 5 mortes dans la nuit. 
Toxine: 4 milligr. 5 + sérum : 4/175 cent. cube, 5 souris 
KOU & Geo o ou Ree yD auc sire toate) ites Ree 2 mortes dans la nuit; 3 mortes 


en 48 heures. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 4/4150 cent. cube, 5 souris 
IMC GUCES ieaet sien co eteeme eee) ciceoe spe a eee eee ede MOTO dansvannuitsdemonte 
en 48 heures. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/125 cent. cube, 5 souris 


UN ECUCES eric ceteris anes etee Wan gotten, wotaon ck oes . Ont survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5 a sérum : 1/100 cent. cube, 5 souris 
MOK 5 6 a oa Pa hens SA ee eee we Ontsunvecu. 


b) Lapin. Les témoins étaient les mémes que ceux de lexpérience précé- 
dente : 


Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/1.000 cent. cube, C14, 


2 Moyete- WUE oo A ete ole Se oo oD obo are . Mort en 10 minutes. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 4/1.000 cent. cube, C11, 

Utlosit, B30 505 6 5d o foueo 6 be ko oR oo Ge MIOMY Cin Me amines 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/500 cent. cube, C17, 

al Uehkoyar. OO. coe gece 6 8 foo GO A og 0 eg 1 Bee . A survécu. 
Toxine: 4 milligr. 5+ sérum : 1/500 cent. cube, B81, 

DINO 6 6 oe GG a ee {org ss Bos 7. =» Mortenso minutes: 


Les autres sérums de cette saignée, étudiés seulement sur 
souris, nous ont donné les rome suivants (étudiés avec 
4 milligr. 5 de toxine) : 
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Sérum du cheval 338. Saignée du 8 mars 1932. 


Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/200 cent. cube, 5 souris 


INJCCtEES es = ey 8 ee tee Oca 3 mortes dans Ja nuit; 2 mortes 
o 4% heures. 

Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/175 cent. cube, 5 souris 

Ni COUGeCe Tame oeguieo © otc i ee Se Soterteaidans tameste 
Toxime : 4 milligr. 5 + sérum : 1/150 cent. cube, 5 souris 

injectées. . 0 4.64) ew wee we es Oe UNOREddans lamar 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/125 cent. cube, 5 souris ‘ 

injectécs<.. . >. 2 eG adie chiec: Wildes | eee OO Eee ous 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/100 cent. cube, 5 souris 

MMOS «co co og oc Gee sie Pe ee kn ee OME SURVe CUE 


Sérum du cheval 340. 


Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/400 cent. cube, 5 souris 


NOES! G6 a a 5 5 Oe 2 a Ae ene eo mOKtesdamcila mente 
Toxine : 4 milligr. 5 + sera 1/350 cent. cube, 5 souris 

InjectGeSin 5 =. ay es os lee ee LOR Ce Sani saeamaULL i 
Toxine: 4 milligr. 5 + sérum : 1/300 cent. cube, 5 souris 

injectées, . s 5G es ee Gl ee se ey te es ce ee MOnLose dansalalnaniucey mm0y cs 

en AS heures. 

Toxine : 4 milligr. 5 + sérnm : 1/250 cent. cube, 5 souris 

injectées. . . . bee, Re eo ee ee ONUSURVEGHE 
Toxine : 4 milligr. 5 seman: 4/200 cent. cube, 5 souris 

HijCCles Wer. nena) oes eee ee ee ee er ONS TEME eure 


Sérum du cheval 341 


Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/1.000 cent. cube, 


HS OULISIMIECLECS: LoL iiaes eee ero a ae 5 mortes dans la nuit. 
Toxine : 4 iaawing 5 1/950 Bans. cube: 5 souris 

TOY XOMIS c G5 3.5 Jo oo 5 es oo ee SMOrtesidans dawuit. 
Toxine : 4 milligr. 5 srs sérum: 1/900 cent. cube, 5 souris 

InjeCtee Simm ped ooo aS oo o Omi curser 
Toxine : 4 milligr. pow are 1/850 cent. te 

OU OLX octane he OMOE Bape Rne Ss) aeons, Gas oma. GES 5. 6: c - Ont survécu. 


Toxine : 4 milligr. 5 + sérunas 1/800 cent cube, 5 souris 


INFECUEES: sum eeles ae Si ete ied wate are Ceo . Ont survécu. 


Il aurait été intéressant d’étudier le pouvoir antitoxique de 
ce sérum sur lapin. Nous n’avons pu le faire qu’a la saignée 
suivante, faute de lapins d’un poids adéquat. 


Sérum du cheval 342 


Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 4/600 cent. cube, 5 souris 


unlpelees Vio, eaatb eure ae . +... Smortes dans lanuit. 
Toxine : 4 milligr. 5 4 sérum : 1/5 50 cent ills souris 
injectées. 5 mortes dans la nuit. 
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Toxine: 4 
MSCKSES. a oo s 


Toxine : 4 
an ce: 

Toxine : 4 milligr. 5 
injectées. . . 


milligr. 5 + sérum : 


milligr. 5 + sérum : 


= sérum : 


1/500 cent. cube, 5 souris 


41/450 cent cube, 5 souris 


4/400 cent. cube. 5 souris 


Sérum du cheval 332. 


Toxine 4 milligr. 5+ sérum 4/300 cent. cube, 
DOWNS MANO KS. 4 SG ook oe Gop com ood doaea D 
Toxine 4 milligr. BES ran 1/250 cent. cube, 
DESOUNISMIMNCCLECS arias Pincers ret) oy ots anime mre ae 
Toxine 4 milligr. 5 + sérum 1/200 cent. cube, 


5 souris injectées. . .. 


Sérum du cheval 3 


a) Souris : 


Toxine : 4 
5 souris injectées 


Toxine : 4 


5 souris injectées. . . 
4 milligr. 5 
5 souris injectées. 
4 milligr. 
5 souris injectées. . 


Toxine 


Toxine 


b) Lapin : 


D26, 2 kilogr. 100 


Dey, SF Hooves eva ey co ARAN een ey ch Gee Rr teas rau Mort en 26 heures. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : “1/6. 000 iy aape DME 
1 kilogr. 980. bP ie Pete Roary eae tig ROD A survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/6.000 cent. cube, D25, 
Deion, MAG 6 oe. og cog 6 ooo Geo to ae Oe A survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/5.500 cent. cube, D 24, 
slalake eae: OB a 2 oeiolg a o-5 Goo Oo coo GAS cen oo Mort dans la nuit. 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 4/5.500 cent. cube, D415, 
Dy enloste, OO, 4 gue 8 6 6 6 oo Be oO oo be Se Bon A survécu, 
Toxine : 4 milligr. 5 1 génnth : 4/5.000 cent. cube, D413 
2 kilogr. 060 . Nba oh aera eey een eae Soe ee cee A survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5 +sérum : 4/5.000 cent. cube, D 22, 
2 panko O80 3s 65.8 86 6 6 6 np ee ob o> Se eo Mort en 36 heures. 
Toxine ; 4 milligr. 5 de osne 4/4.500 cent. cube, D2}, 
alileows V0 esa te: EP ish ooo? in ae! Shon A survécu. 
Toxine : 4 milligr. 5+ pera : 1/4.500 cent. cube, D 30 
OPO) Goh ened are A survécu. 


1 kilogr. 970. 


milligr. 5 


milligr. 


+ sérum 1/900 cent. cube, 

| $-4sérum : 1/800 cent. cube, 
+ Ein ; ‘4/730 cont cube, 

3 fe ore 4/100 Core cEbe 
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1 morte dans la nuit; 4 morte 


en 48 heures. 
Ont survécu. 


Ont survécu. 


5 mortes dans la nuit. 
2 mortes en 48 heures. 


Ont survécu. 


41, Saignée du 8 avril 1932. 


5 mortes dans la nuit. 


3 mortes en 48 heures. 


Ont survécu. 


Ont survécu. 


A survécu. 


2 


~ 
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Nous avons pensé que notre toxine avait Iégérement faibli et 
nous avons effectué un nouveau titrage avec une dose de toxine 


légerement plus forte. 
a) Souris : 


ij 


Toxine ( milligr. 


5 souris injeclées 


Toxine : 4 milligr. 75+ sérum 
SUSOULIS! INJECIECS a.) mee 

Toxine : 4 milligr. 
5 SOULIS/IN|EClGES wee le une: 


b) Lapin : 


Dee kilosn 20 Ome. 
D19, t kilogr. 850 
Toxine : 4 milligr. 
2 kilogr. 170 
Toxine : 4 re 
1 kilogr. 800 
Toxine: 4 milligr. 7 
1 kilogr. 850 
Toxine : 4 milligr. 
2 kilogr. 160 
Toxine : 4 milligr. 7 
1 kilogr. 850. . 
Toxine : 4 milligr. 
2 kilogr. 140 
Toxine : 4 milligr. 
2 kilogr. 
Toxine : 4 milligr. 
1 kilogr. 910 


o1 G8!) coy u<e tet doreke me: 


75 + sérum: 4 


75 ++ oun 


So eit) er) .6) ip ewen ta! Ure 


Témoins : 
IDPS), PA aN Keyenes SIS 6 6 6 oo os 
D33, 1 kilogr. 800 
Toxine : 4 milligr. 

2 kilogrammes 
Toxine : 4 milligr. 

4 kilogr. 850 
Toxine : 4 milligrets 

2 kilogr. 300 
Toxine : 4 milligr. 

1 kilogr. 830 


a, emo) untae! ies ie ce 


SCOP eet een etn acne es 


75 + sérum: 


75 + sérum : 


75 4 aéran : 


4/4. 000 cent. 


1/800 cent. cube, 


af e, Fele si we, ve Toliomaet smcuse 


: 4/750 cent. cube, 


1/700 cent. cube, 


ener viet toes) 


/6.000 cent. cube, D410, 


. D28, 


CUD es Dulas 
abe 1D) fe 
4/4.500 cane wubes D3, 


: 4/4.500 cent. Site! D9, 


0; a; Acely ceo ie® ater @ Wyma ste 
Oi :0) 038) wie Bist | cla temserd ‘0 


cube, D20, 


Toxine : 4 milligr. 75 + sérum : 1/3. 500 bene ibe: INSP 
BU ae kayeae, MERI Aas oon ae Ok eas SG 

Toxine : 4 milligr. 75 + sérum :1/3.500 cent. oo, D306, 
OO Fed tO Nis Ome ae Oo ttaeg Otani: So 62g A Ac 


4/ 
9 


2 mortes en 2 hh. 4/2; morte 
en 28 heures ; 


4S heures. 


morles en 


Ont survécu. 


Ont survécu. 


Mort en 6 heures. 
Mort en 9 heures. 


Mort en 9 heures. 


Mort en 20 minutes. 


Mort en 5h 1/72. 
Mort en 30 heures. 
Mort dans la nuit. 
Vivant. 

Vivant. 

Vivant. 


Mort en 10 minutes. 
Mort en 3 h. 4/2. 


Mort en 19 minutes. 
Mort en 3 jours. 
Vivant apres 5 jours. 
Vivant aprés 5 jours. 
Vivant aprés 5 jours. 


Vivant aprés 5 jours. 


LA STANDARDISATION DES SERUMS ANTIGANGRENEUX 403 


Voici un petit tableau résumant les résultats de nos titrages 
comparés sur souris et sur lapin. 


LAPIN SOURIS 
SEnUMS oan ee 500 unités. 450 unités. 
Keil BY 4 6 5 6 a4 oc 1.000 — 250 — 
KEI aBh 55 4 5 665 6 6 1.000-41.500 — 300 — 
SCLUMES 0 Ee iene 1.000 — 35 
SORES Soma wee ee 2.500 — 500 — 
LUTE BYE eM ce GA 4.500 —_ 806 — 


Nous savons que la sensibilité des lapins de méme poids, vis- 
a-vis de la méme dose de toxine du Vibrion septique, est tras 
variable. D’autre part, nous avons remarqué, depuis nos pre- 
miéres expériences de titrage du sérum anti-Vibrion septique 
sur lapin (fait observé aussi par d’autres expérimentateurs), 
qu'un sérum anti-Vibrion septique qui titre 1.000 unités sur 
lapin ne neutralise pas toujours. complétement, a 1/1.000 de 
centimétre cube, une dose mortelle de toxine pour cet animal. 
L’absence de symptémes morbides chez un lapin ayant regu par 
voie intraveineuse un mélange toxine-antitoxine ne veut nul- 
lement dire que toute la toxine faisant partie du mélange est 
complétement neutralisée. I] suffit d’injecter une dose de peu 
inférieure & la dose mortelle pour que l’animal supporte I injec- 
tion, sans présenter quelquefois aucun symptéme pathologique. 

On comprend donc pourquoi les résultats ne sont pas exacte- 
ment les mémes, lorsqu’on titre le méme sérum sur un grand 
nombre de lapins. Cette erreur est corrigée avec le titrage sur 
souris, pratiqué avee 15 a 16 doses mortelles de toxine. En effet, 
répétées plusieurs jours de suite, les expériences sur souris 
donnent des résultats superposables. 

Ces faits nous font comprendre pourquoi il ne peul exister 
de coincidence parfaite entre les chiffres obtenus par les deux 
lilrages, sur lapin el sur souris. On ne conslate qu’une chose : 
lorsque le titre oblenu par les expériences sur lapin monte, il 
monte également dans les expériences failes sur souris. 

Ainsi, en examinant le tableau qui résume les données obte- 
nués par les recherches comparatives pratiquées avec sept sérums 
différents, on voit que le sérum titrant sur lapin 1.000 unilés 
correspond & peu prés a 250 unités-souris; le sérum titrant 
2.000 unités sur Japin titre environ 400 unités sur la souris, et 
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le sérum titrant 4.500 unités sur le lapin titre 800 unités sur 
la souris. Il faut donc admettre, comme sérum de valeur 
moyenne, celui qui titre 250 unités sur la souris. 

Chaque saignée des chevaux comporte, a |’Institut Pasteur, 
deux prises de sang effectuées a trois jours d’intervalle. Tous 
nos titrages ont été faits avec les échantillons de sérum prove- 
nant de la premiére prise de sang. On sait que le sérum de la 
deuxiéme prise de sang est plus faible. Ainsi, Te sérum du 
cheval 341, & la premiére prise de sang, titre 800 unités, mais a 
la deuxiéme prise de sang ne titre plus que 650 unités. Le mélange 
correspond done & 725 unilés, cest-a-dire que le titre du 
mélange est inférieur de 10 p. 100 a celui de la premiére prise 
de sang. Ce fait est logique; la différence observée entre la 
valeur du sérum antigangréneux aux deux saignées successives 
est & peu pres la méme que celle qui a été observée pour d'autres 
sérums thérapeutiques. 

Il est done évident que nous devons considérer comme sérum 
bon pour l’usage thérapeutique tout sérum qui, titré sur la 
souris, titre & la premiére saignée 250 & 275 unités par centi- 
métre cube. 

Préparés par des injections d'une méme toxine, en quantité 
égale et & de mémes intervalles de temps, les chevaux four- 
nissent un sérum de titre antitoxique variable. Voici les résul- 
tats du titrage des sérums de 12 chevaux examinés successive- 
ment : 

Premiere série : 125, 200, 250, 500 et 950 unités par centi- 
métre cube. 

Deurxtéeme série : 150, 250, 300, 325, 375, 500 et 800 unités 
par centimétre cube, ce qui fait, en moyenne 400 unités par 
centimetre cube. 


Sérum standard anti-Vibrion septigue. 


Nous avons établi un sérum standard de la facon suivante : 
le sérum du cheval 341, titrant 800 unités antitoxiques par 
cenlimétre cube, a été dilué dans les proportions suivantes : 
sérum liquide :'30 cent. cubes, eau physiologique : 30 cent. 
cubes, glycérine : 160 cent. cubes. 1 cent. cube de cette dilu- 
tion renferme 100 unités par centimetre cube. Notre: sérum 
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standard est conservé a la glaciére et d l’abri de !a lumiére dans 
de petites ampoules de verre jaune ou bleu, fermées sous le 
vide. 

Nousavons vérifié que ce sérum titrait effectivement 100 unités 
antitoxiques par cenlimétre cube, comme le montre lexpé- 


rience suivante : 
Expérience du 12 mai 1932. 


Sérum standard : 1 unité + toxine séche : 5 milli- 


grammes, 5 souris injectées. .......... . . 5 mortes en 6 a 48 heures. 
Sérum standard : 4 unité + toxine eeehe :4 milligr. 75, 

HESOUNISMINTECLGES). 4 + alors “Oo. s - 9 mortes en 24 a AS heures. 
Sérom standard : 1 unité ee anes : 4 milligr. 80, 

DES OUNL SAT] CCUCCS men es. teams ira a til -allopyeuie) tamaee elas . 4 morte en 24 heures; 2 mortes 


en 48 heures. 
Sérum standard : 1 unité + toxine séche : 4 milligr 23, 
SR OUIRE IOC: 6 SoS an eo 5 0 66 5S ooo Oo OM Sueur 


Notre provision de ce premier lot de loxine séche ayant été 
épuisé, nous avons ultérieurement préparé une nouvelle toxine. 
Nous l’avons d’abord titrée sur lapin et sur souris, avec les 
résultats suivan!s 


a) Souris : 


0 milligr. 20, 3 souris injeclées. ...... . Ont survécu. 

Omuilber 730, 3souris injectées. .. .- .. =. Ont survecu: 

0 milligr. 35, 3 souris injectées. . . .... . 41 morte dans la nuil. 

0 milligr. 375, 3 souris injectées . . . . . . . 2 mortes dans la nuit; 1 morte en 48 heures. 
0 milligr. 40, 3 souris injectées . 2 mortes dans la nuit; 1 morte en 48 heures. 
0 milligr. 425, 3 souris injectées . 1 morte dans la nuit; 2 mortes en 48 heures. 
0 milligr. 45, 3 souris injectées . . . « 2 mortes dans la nuit; 1 morte en 48 heures. 
0 milligr. 50, 3 souris injectées. . . . . . . . 4 morle dans la nuit; 2 morles en 48 heures. 


b) Lapins : 


Ai kwogeal00, toxime =o milligrsse 2. « Monlen ud Oiomutes: 
A39, 2 kilogrammes, toxine : 5 milligr. 8... .... . Mort en 415 minutes. 
AS KN OOr RO 0OmLONiNe.s on mulligtolesma oe 2 ARSUILVeCU. 


In présence d'une unité antiloxique de sérum standard, ce 
nouvel échantillon de toxine, titré sur souris, a donné les résul- 
tats suivants : 


Sérum standard : { unilé + toxine : 6 milligr. 4 
5 souris injeclées. .... 2. ee ee ~) A mortes dans Ia nuit; 4 merle en 48 heures. 
Sérum standard : | unilé + Wocinel: 6 milligr. 2, 


w 


3 souris injeclées. ........+-+..-. 5 mortes dans la nuil. 
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Sérum standard : 1 unité + toxine : 6 milli- 


STAMMES woLSOULIS 1MjeClECES, eer lncmemes 4 mortes dans la nuit; 4 morte en 48 heures. 
Sérum standard : 1 unité + toxine : 5 milligr. 8, 

SeSOULISULUTECCLCE Sony cue mien mrcmomtane . . 2 mores dans la nuit; 1 morte en 48 heures. 
Sérum standard : 1 unilé + toxine : 5 milligr. 6, 

B SOUS NNICCIEES. 6 6 650 0 bn oS 2 4 Ont toutes survécu. 


La dose-test de toxine ainsi déterminée correspond donc bien 
a une dose mortelle pour le lapin de 2 kilogrammes et 415 a 
16 doses mortelles pour la souris de 17 4 20 grammes. 


D. — Sérum anti-histolytique. 


Nous avons procédé comme pour le titrage du sérum anti- 
Vibrion septique, et nous avons d’abord titré nolre toxine séche 
comparativement sur le lapin et sur la souris. 


A. — Titrage de la loxine séche sur le lapin 
(injection dans la veine marginale sous le volume de 1 cent. cube). 


1° Lapin. Dose de toxine : 1 milligramme. 


laienbu re kayeaes MUO So Beh 66g Had a 6 me a eo MOri dansslagnuits 
DOD ING 6 a oe a e Se.> oe Sees een eee ee MOnrt cnesdeheures: 
CSS cL icilopy 95 0hae Yen Bie ein ease een - Se... Mort en 4 jours. 
B:89522 kil Oe ri0 50) ace aerate rou ie ee re J es oeASUrVeGculs 

BisSs2 kiloors 200s se een a en roe 5 see Bi ae AMSUPRVECUS 

ays Od anKOyed USN) Gog o o, ouotel oe Ge & 2 ee eee OL lenmalnetines 


Chl peraady (ledeS Alo Mee bctue “iGo Gears oer 6 eee ontenro2theuress 


2° Lapin. Dose de toxine : 1 milligr. 5. 


Bayt Rulo gr 8 500 css. ean ence Mort en 3 heures. 

Bw Rhy Eloy RH Gee Goh Ba ns eo oe 8 oo NECN GS lm, NPR 

leyO Oh, 2 Joye OM) Go oho 59 6 EB oo Oo Ho oe ae ASsurvecu 

Biss se2ckilogr 050 be.) 08 pe © ore eaten ee Mort en 8 heures. 

[Sin e? euloyein, aU) Y Sea 4 a 0 & 2a 4 ee ee ere Morlenaineuness 

EU Pade i avedit MEDS so aut lve cao So 8 ee Se VLOriPen eh Os 

C812 kilOeTS 3008 mei. olen Aes So Ae ee ae . Mort dans la nuit. 
3° Lapin. Dose de toxine : 1 milligr. 75. 

B92 Lekilo oir 9 0.0K. e eve poe acl cor sy ee Morten 35 minutes. 

BOO sito er e050l., he ein: © hed ae eee .. . Morten45 minutes. 


B96, 2 kilogr. 150 


= hae Mort en 40 minutes. 
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4° Lapin. Dose de toxine : 2 milligrammes. 


CO Sigtekilog ress Cre be neey ae ekg Peake Seen NER . . Morten 1h. 4/2. 


BIS2 Papi Oer e O50 Be auc bv) ety OS) eeu ise ve Morten da hea: 
BSG PAO ei 29 80Ne ie Gala vce rcetes At OR J wee aac na Mort en 50 minutes. 
B98, 2 kilogrammes. ... . Sete ge ine Aen re ee Mort en 25 minutes. 
Bisieeee OST OS 0geecs cman a i ae ae ee eee . . Morten50 minutes. 
Bib erkilO gin? Name mene Serer ek iis: ya Ake oe ae Seto Mort en 45 minutes. 
LOSER PV USTED aietlPas ened) Be tte rannens TRIAL Bit AuR ae AS, Mort en 1h. 4/4. 


5° Lapin. Dose de toxine : 3 milligrammes. 


GSS eu OR tm 05 rete. teen re nave ire etn eee 5 Mort en 20 minutes. 
CI Pad SU GPSS SND) p5 FAO oo oye eel | et aie ire cca 2 vu be Mort en 1 heure, 


Ainsi, les dilférences constatées dans la résistance indivi- 
duelle des lapins 4 injection intraveineuse de toxine du Vibrion 
septique sont également trés marquées vis-a-vis de la toxine du 
Bacille histolytique. Et ces différences sont aussi trés nettes 
dans la rapidité avec laquelle les animaux succombent aprés 
injection d’une méme dose de ltoxine. 

Par exemple, dans le tableau ci-dessus, nous voyons qu’un 
lapin de 1 kilogr. 700, injecté avec 1 milligramme de toxine, est 
mort dans Ja nuit, alors qu’un autre lapin de 2 kilogr. 150 est 
mort en une heure. Nous avons considéré comme dose stre- 
ment mortelle pour un lapin de 2 kilogrammes la dose de 
1 milligr. 5, comme le montrent les nombreux témoins des 
titrages que nous allons citer plus loin. Et cependant, dans le 
tableau II qui résume le titrage préliminaire de notre toxine, 
un animal sur sept, pesant, il est vrai, 2 kilogr. 50, a survécu. 


B. — Titrage de la toxine séche sur la souris 
(Injection intraveineuse sous le volume de 1/2 cent. cube). 


4° 0 milligr. 10, 4 souris injectées. ......... 3 mortes en 24 heures; 1 morte en 
36 heures. 
Ormilliers2054 Souris injecteées, 2a.) ca se 4 morte en 24 heures; 2 mortes en 
. 4 heures; 1 morte dans la nuit. 
0 milligr. 30, 4 souris injectées. ...-.....-.- 4 mortes en 2 heures. 
0 milligr. 40, 4 souris injectées. ..-....«.. 4mortesen 1 a2 heures. 
90 ( milligr. 05, 5 souris injectées. ......... 0 morte en 48 heures. 
OQ millignr. 075, 5sourisiinjectées'. .-.... =. 4 mortes en 244 48 heures. 
Omilligr= 105 5 sourissinjectées’ >. =. = 5 mortes en 6a 48 heures. 
0 milligr. 15, 5 souris injectées .... . ... . 5mortesen6a 48 heures. 


Nous pouvons donc considérer comme dose mortelle limite 
pour la souris de 17 & 20 grammes la dose de 0 milligr. 075. 
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Par rapport au poids de l’animal, la souris se montre donc cing 
fois moins sensible que le lapin Al’action de la toxine du Bacille 
histolytique. 

Pour nos titrages de sérum effectués comparativement sur 
lapin e¢ sur souris, nous avons employé la dose de 4 milligr. 5, 
ce qui correspond a une dose mortelle pour le lapin de 2 kilo- 
erammes et & 20 doses mortelles pour Ja souris de 17 a 
20 grammes. 

Voici quelques-uns des tilrages comparatifs que nous avons 


pratiqués. 


Sérum du cheval 308. Saignée de février 1932. 


A. Lapin: 
Toxine 4 milligr, 5 D5, 2)kilocr, 070-9. | 2 2.) Moxiven 35 mmimmtes: 
Toxine : 4 milligr. 5 D415, 2 kilogr. 270 ........ Mort en 50 minutes- 
Toxine : 4 milligr. 5 + sérum : 1/2.000 cent. cube, A97, 

DMO NOS, epee, ey Glo aes eee ee ee . A survécu. 
Toxine : 1 milligr. 5 + sérum ; 1/2 000 cent. cube, D12, 

Dolch ae U5 ake Ree oe en te eam ee ea eo  e) Avsurveécue 

B. Souris : 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/650 cent. cube, 

SESOURISHINIECTCe Sh me yma: SG albus) ops) a) ae MMOL Lesien 2 acaheuness 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/600 cent. cube, ; 

DESOUTIC ANJECUGES er ct ake. sree eel ere coy iene aera, 5 mortes en2a 3 heures. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/550 cent. cube, 

SSOUris INjecteess. si. A RTS. Se alee ee 3 mortes en 2 & 4 heures; 2 mortes 

dans la nuit. 

Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/500 cent. cube, 

DASOULISUNTCCUECS Ns cule s0 ce caice eet . +. 3mortes dans la nuit. 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 41/450 cent. cube, 

Hy KOLB ES INGA Aol Go ah oo 6 5 ow lA - . 41 morte dans la nuit. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/400 cent. cube, 

D SOUPISAMPCCUCES aru. 0) ssc ties Cee a Ont toutes survécu. 


Sérum du cheval 309. Saignée de février 1932. 


A. Lapin. Mémes témoins que pour le titrage du sérum 308 : 


Toxine: 1 milligr. 5 + sérum :4/1.000 cent. cube, D6, 2 kilogr. 180. A survéeu 
Toxine: 1 milligr. 5 + sérum : 1/1.000 cent. cube, A99,4 kilogr. 900. A survécu. 
Toxine: 1 milligr. 5 + sérum :4/1.500 cent. cube, D9, 2 kilogr. 170. A survécu. 
Toxine: 1 milligr. 5 + sérum : 1/1.500 cent. cube, D 10, 2kilogr. 020. A survécu. 
Toxine: 1 milligr. 5 + sérum : 1/2.000 cent. cube, A 93, 4 kilogr. 780. A survécu. 
Toxine: 1 milligr. 5 + sérum :4/2.000 cent. cube, D 12, 2kilogr.270. A survécu. 
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B. Souris : 


Toxine : 1 milligr. 
5 souris injectées. . 
Toxine : 1 milligr. 


5 souris injectées. . 


Toxine 


Toxine 


Toxine 


Toxine : 


4 milligr. 
5 souris injectées. . 
1 milligr. 
5 souris injectées. . . 
4 milligr. 
5 souris injectées. . 
4 milligr. 5 
5 souris injectées. . 


5-+sérum : 1/600 cent. cube, 
5 “ devia ‘ 1/300 ndeut ; Gane: 
5 + sérum 1/450 cent. cube, 
5 6 ee 1/400 brent cube: 
5 behest : 4/350 ; con ges 

5 aeeerunn 1/300. cont: cube 


6) he! glen, Sere toutes seh) fo) 8) Me’) a aoe ia) days 
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5 mortes dans la nuit. 


3 mortes dans la nuit; 2 mortes 


en 24 heures. 
2mortes en 24 heures. 
Ont survécu. 
Ont survécu. 


Ont survécu. 


Sérum du cheval 310. Saignée de février 1932. 


A. Lapin. Mémes témoins que pour le titrage du sérum 308: 


Toxine : 
1 kilogr. 
Toxine: 1 
4 kilogr. 
Toxine : 1 
2 kilogr. 
Toxine : 1 
2 kilogr. 
Toxine : 1 
2 kilogr. 


1 milligr. 
980. 5 
9307. 
milligr. 
MOO 5 6 
milligr. 

200. 
milligr. 
200. 


B. Souris : 


Toxine 
5 souris injectées 


Toxine : 1 


5 souris injectées. 


Toxine : 4 milligr. 


5 souris injeclées. . 
milligr. 


Toxine : 1 
5 souris injectées 
Toxine 


er. geen. 3 


4 milligr. 


milligr. 5 


4 milligr. 


5 + sérum : 

ae A/I. 000 cent. 

a eri : 
Dees Nahe. 


ay Pie! els) “eu ve 


1/2.000 Cosy, 


5 + sérum : 


5 + sérum 4/650 cent. cube, 
>+sérum : 1/600 cent. cube 
5 + sérum 1/550 cent. cube, 

bea erent 1/500 cent. cube, 
5 + sérum 41/450 cent. cube, 


Sisouris injectées. . .7.= ; 


Sérum du cheval 312. 


A. Lapin: 


Toxine : 1 milligr. 5, 
Toxine : 
Toxine : 1 milligr. 


2 kilogr. 050. 


A8, 2 kilogr. 200 


million, 5, AT, 2 kilogr. 150.5. 2... - 
4/4.250 cent. cube, A24, 


5 + sérum : 


cube, A96, 


cube, D7, 


O. Cee etyeno #3) soe =o 


co Oey 0 


1/1.000 cent. cube, A 94, 


. A survécu. 


. A survécu. 


"ne 500 Bent! cube, A98, 


A survécu. 


1/1. 500 cent. cube, A100, 


. Mort dans la nuit. 


A survécu. 


2 mortes dans Ta nuit; 3 mortes 


en 48 heures. 


1 morte en 24 heures; 4 mortes 


en 4% heures. 
2 mortes en 24 heures. 
Ont survécu. 


Ont survécu. 


Saignée de février 1932. 


. Mort dans la nuit. 
Mort en 16 heures. 


- Mort en 20 heures. 
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Toxine : 1 milligr. 5+ sérum :; 1/4.250 cent. cube, ‘A5, 


We tay ee Ro connor Mn 5 go Goo 6 4 6 ¢ Mort en 18 heures 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/1.000 cent. cube, A19, 

Se Vey 4 oh a Mme CRAs 6 6 OB ao 8 e A survécu. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/1.000 cent. cube, A22, 

A kitoer. 9005 35 2 2 = ee ere clin ochre thas) eG. 50 A survécu. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/750 cent. cube, A9, 

Dekilogr. 050. 2%, Se Sg ee et A survécu. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sé:um : 41/750 cent. cube, A25, 

AS kilopr. B50). os. s) sued seu Gh ees pa ee A survécu. 

B. Souris : 


Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/300 cent. cube, 
SsSOULISMMICClEES a women seedticd Vana . . . 3 mortes en 4 heures; 2 mortes 
dans la nuit. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/250 cent. cube, 


SSSOUPIS INJOCUEES = 24 ota ce cee ee 3 mortes dans la nuit. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/200 cent. cube, 

5 SOULIS IN} CCLECSia - 0.) sae mrome stars een rete ~~... Ont survécu. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/100 cent. cube, 

5 SOULS, INJOCLEES 3.) apices) Ucar a ee Ont survécu. 


Sérum du cheval 313. Saignée de février 1932. 
A. Lapins. Mémes témoins que pour le sérum 308 : 


Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 41/4.000 cent. cube, D8, 


Py raikoyed ois ettaao. wel es ie me olor ae. Bohs a SE ees 6 ous Mort dans la nuit. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/750 cent. cube, A92, 

22M O ers O10 5. sas ep sieec ec sire ee pea oem ance tote tre mae Mort dans la nuit. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/750 cent. cube, D4, 

A Kilo ers S50) 2 oi Janie cee cetel ae: reece eer eee Mort dans la nuit. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/500 cent. cube, D3, 

PA Tailoyese. (uc 6 no 6 6 6 6 Sti Ohare Gece oes, "ogi he Mort dans la nuit. 
Toxine : i milligr. 5+ sérum : 1/500 cent. cube, D114, 

GIRS e ee one Gh oS OB 016 0.8 nee aden, ceil A survécu. 


B. Souris. : 


Toxine :1 milligr. 5 + sérum : 1/200 cent. cube, 5 souris 


DK AY God. HekaG pn ue oo Gt coe een CO MOrlesi Man smlannit 
Toxine: 1 milligr. 5 + sérum :1/150 cent. cube, 5 souris 

INJECLECS Baye somees ary eke (a ne ae ar 5 mortes dans ia nuit. 
Toxine: 4 milligr. 5 + sérum : 1/125 cent. cube, 5 souris 

WOOK 6 Go 6 6 6 5 0 ORE One CO oe on om - 2mortesen 24 heures. 
Toxine : 1 milligr. 5 + sérum: 4/100 cent. cube, 5 souris 

IVE CUCES cohss ver scce sec fo mE ake, ee Ont survécu. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 4/50 cent. cube, 3 souris 

INJFECUCESi.. uct o-oo. tram eo Sets 3) Ont survécu. 
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Sérum du cheval 314. Saignée de février 1932. 
A. Lapins. Mémes témoins que pour le sérum 312 : 


Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/230 cent. cube, A28, 


AKO SraMMeSee ecw ons oe Payee eae ee Crean Mort en 36 heures. 
Toxine : 1 milligr. 5 + sérum : 1/250 cent. cube, A 30, 

Tal aye US ae Se Bue a aetrcy a ee een ek Semele! Mort dans la nuit. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/100 cent. cube, A33, 

QUEILO SRO SO Rgae sie as MONS Jed on RET .eeh aes .. A survécu. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/100 cent. cube, A26, 

AGL LO OTERO DOP aE le says cence! eral ay a cyt We eR A survécu. 


B. Souris : 


Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/100 cent. cube, 
DESOULISHIN CCLECSuc Moma Nicer Rl Gace n reese ee 1 morte dans la nuit; 4 mortes en 
24 heures. 


Toxine : 1 milligr. 5+sérum : 1/75 cent. cube, 


SD -SOULLSHHM CCLCE Scena caine gat seein ane tinea eee 2 mortes en 24 heures. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum ; 1/50 cent. cube, 
HESOUTISUINTECIEES Biv cershe: 20 SGue taken Gees ey eter ee Ont survécu. 


Sérum du cheval 315. Saignée de janvier 1932. 


A. Layins : 


oxines mullisrs 5) AOi 2 kilogrammes = 2) 00.) 2). Mort en 3/4 d’heure. 
Toxine : 1 milligr. 5, A96, 2 kilogrammes....... Mort en 55 minutes. 
Toxine : 1 milligr. 5 + sérum : 41/500 cent. cube, A99, 

aN KOyee A505 GG O6O Go GO ob oO dc 6G ~. . » Mortien 2) heures: 
Toxine : 1 milligr. 5 + sérum : 1/500 cent. cube, A1v0, 

ONSET os WING Is egos. a chee oe om OINoL o) eenec peo es o. Wilevereyay Waly dls 
Toxine : 1 milligr. 5 + sérum : 1/250 cent. cube, A93, 

APTOS ED OF sees acs no payee Neg Ok Sp sks) Jog ich Lak mtddap ans Mort dans la nuit. 
Toxine: 1 milligr. 5+ sérum : 1/250 cent. cube, A98, 

DONO Ore Oke mere teats isi cetera ssh ca hrs cee oe Gita, be Mort dans la nuit. 

B. Souris : 


Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/200 cent. cube, 
2 mortes en 2 4 5 heures. 


RiAOUMS aC. 6 ae Glee 6 o a5 6 ois 
Toxine : 4 milligr. 5+ sérum : 1/100 cent. cube, 

HES OMNIS HMI CGUCCSemremE-Nnciia) Us iRemieiinuKe S c6 nee 2 mortes en 2 3 5 heures. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/75 cent. cube, 

Rf COU: NOOO Go oo b Ho 6 SS ol odes 2 mortes en 2 a5 heures. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/50 cent. cube, 

R SOMA UNION. 5 6 Soo ek 6 e Blob Boo 2 mortes en 2 a 5 heures. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/25 cent. cube, 

SUSOULISHIMjCCUCES. 1 nen re gece neon 2 mortes en 4 a 5 heures; 


mortes dans la nuit. 
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Sérum du cheval 316 (sérum desséché). Saignée de 1951. 


A. Lapins : 


Toxine : 1 milligr. 5, B81, 1 kilogr. 850. ......... Mort dans la nuit. 
Toxine : 1 milligr. 5, B85, 2. kilogr. 100... . . =. .. » Mort dans la nuit. 
Toxine : 1 milligr. 5-++sérum : 1/2.00) cent. cube, B32, 


Pao esr. S50) s. A survécu. 


Toxine : 1 milligr. 5+ sérum ; 1/2.000 cent. cube, B33, } 
Wa aU eyes eal Oe engi dog 8 bg Os go Go OOO A*suryécu. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/1.000 cent. cube, B30, 
He ay ooh oem oO Sho Ooo oo Oo HD Oa Goo A survécu. 
Toxine : 1 milligr. 5+ sérum : 1/1.000 cent. cube, B3I, 
Tl aU Koy eS Oe ay eee oo po Sho Get do Soe oO 9 oe A survécu. 
SERUM SAIGNEE SAIGNEE SAIGNEE SAIGNEE TITRAGE 
de janvier | de février de mars davril sur lapin 
des chevaux 1932 1932 1932 1932 en unilés 
30 Suet oeerake 400 a 500 450 Plus de 2.000. 
BOO Ne: comer 400 450 : 2.000 
SiO ornare irears 400 500 4 600 550 500 2.000 
SAE 5 tegen 250 225 4 000 
Beh 5 2 ve ee 100 425 5 500 
SR tee eee F ala) 100 
Sua & rae 25 25 210 
SA Gora ; 400 400 2.000 
ay iy Haan eee ee 500 a 600 100 425 


Dans ce tableau, nous avons résumé nos données sur le 
titrage du sérum anti-histolytique sur souris et sur lapin. 
L’examen de ce tableau montre d’abord que le titre du sérum 
histolytique préparé sur cheval se maintient dans la moyenne 
pour chaque cheval, en variant de 10 & 20 p. 100 d’un mois a 
autre. Et cela aussi bien pour les sérums de titre élevé que 
pour les sérums de chevaux mauvais producteurs d’anticorps. 
Ainsi pour le cheval 308, nous avons les chiffres 400, 500 
puis 450, pour le cheval 310 : 400, 500 & 600, 550 et 500 pour 
les 4 saignées successives faites 8 un mois d'intervalle. Le 
cheval 316 a donné 400 et 400. Il en est de méme pour les che- 
vaux 313, 314, 315, dont le titre était trés bas de 100 a 25. 

Seul, le cheval 317, ayant donné un sérum titrant de 500 
i 600 unités & la saignée du mois de janvier 1932, a baissé 
considérablement le mois suivant, tombant A 100-1258 unités. 
Mais ce cheval, quelques jours avant la saignée, avait traversé 
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une période fébrile de nature indéterminée, qui avait duré une 
semaine environ. 

L’examen des résultats obtenus par le titrage sur lapin montre 
que, comme pour le sérum anti-Vibrion seplique, le titre du 
sérum s’abaisse ou s’éléve & la fois dans le titrage sur lapin et 
dans le titrage sur souris, sans qu'il y ait entre les deux titrages 
un rapport absolaument régulier. Ce fait s’explique par la sen- 
sibilité inégale des lapins 4 la toxine du Bacille histolytique, 
et aussi parce que le titrage sur lapin est effectué avec une 
seule dose mortelle. ! 

Nous pouvons néanmoins conclure qu'un sérum lilrant & peu 
prés 1.000 unités sur lapin titre sur la souris environ 250 unités. 
Nous avons donc adopté comme sérum moyen un sérum titrant 
sur souris 250 unités par centimétre cube, c’est-a-dire de méme 
titre que le sérum anti-Vibrion septique. I] est bien entendu 
que le sérum de la premiére saignée étant d’un titre plus élevé 
que celui de la seconde saignée, doit titrer 275 unités-souris 
pour que le mélange des deux saignées contienne environ 
250 unités par centimetre cube. 


Sérum standard anti-histolytique. 


Nous avons établi un sérum standard en diluant, dans les 
proportions suivantes, un sérum, qui, mélangé a 1 milligr. 5de 
toxine, 2 la dose de 1/400 de centimétre cube, protégeait une 
partie des animaux injectés : sérum : 30 cent. cubes + eau phy- 
siologique : 10 cent. cubes + glycérine : 80 cent. cubes. Ce 
sérum conlient 100 unités antitoxigues par centimétre cube. 

Controlé aprés l’addition de glycérine et Ja répartition en 
ampoules, ce sérum a donné les résultats suivants : 


Sérum standard : 1 unité + toxine : 1 milligr. 4, 


DISH UL SINC CLOCS: wien ey) iepuctsceenwhs fyi eukea l= Ont survécu. 
Sérum standard : 4 unité + toxine : 1 milligr. 5, 

SOUS WNC. Sidad 6 6 6 co Bido 6 t 2 mortes en 28 heures. 
Sérum standard : 1 unité + toxine : | milligr. 6, 

G) SKOMIPMEMVTOAGEs 6 ah 6 ooo 6 6 66 GC 3 mortes dans la nuit; 2 mortes en 48 beures 
Sérum standard : 1 unité + toxine : 4 milligr. 7, 

OPSOUTIS IMICCLCES rare mcm src Aah astra ete 4 mortes dans la nuit; 4 morte en 48 heures. 


L’étude d’un nouvel échantillon de toxine séche ultérieure- 
ment préparé nous a apporté les renseignements suivants : 
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a) Titrage de la toxine : 


Toxine : 0 milligr. 01, 5 souris injectées . . . Ont survécu. 

Toxine : 0 milligr. 015, 5 souris injectées. . . 4 morte en 24 heures; 3 mortes eu 48 heures. 
Toxine : 0 milligr. 02, 8 souris injectées . . . 5 mortes dans la nuit. 
Toxine : 0 milligr. 025, 8 souris injectées. . . 5 mortes en 6 a 48 heures. 


6) Détermination de la dose-test de toxine : 


Sérum standard : 1 unité + toxine : 0 milligr. 2, 


SeSOULIS 1D] CCLOES: purse irenes Rete tte eb tine Ge Ont survécu. 
Sérum standard : 1 unité + toxine : 0 milligr. 25, 
SeSOULIS MN] C CLC CS ice mln mie state a ae mr Ont survécu. 


Sérum standard : i unité + toxine : 0 milligr. 30, 
SUSOULIS IN} CCLCCS a -mrrm Salem sa ir we nie J. Ont sunvecus 
Sérum standard : 1 unité + toxine : 0 milligr. 35, 


COMMENCES 6 6 Sado GG FO Bb eo Ont survécu. 
Sérum standard : 1 unité + toxine : 0 milligr. 40, 

DANOWING HMNGCHEEE 6 4 co a 5 boo oo BO 3 mortes en 6 a 48 heures. 
Sérum standard : 1 unité + toxine : 0 milligr. 45, 

LY KOWIRES MENS 40k 6 boo G6 Gb 4 @ oo 6 & 5 mortes en 5 a 12 heures. 


La dose-test de cette nouvelle toxine (0 milligr. 4) contient 
donc également 20 doses mortelles pour la ‘souris. 


Conclusions. 


I. Nos sérums antigangréneux ont été titrés jusqu’alors de 
la fagon suivante : pour le sérum anti-perfringens, préparé 
contre l’anaérobie pathogéne qui sécréte la toxine la plus faible, 
on déterminait le titre anti-infectieux par injection intramus- 
culaire au cobaye; pour les sérums anti-Vibrion septique et 
anti-histolytique, on établissait leur titre antitoxique vis-a-vis 
d’une 4 deux doses minima mortelles de tovine, par injection 
intraveineuse au lapin. Enfin, il avait été possible, dés la pré- 
paration du sérum anti-edematiens par Weinberg et Seguin, 
de titrer ce sérum par le procédé d’Ehrlich, vis-a-vis de 
100 doses minima mortelles de toxine, sur la souris, en injec- 
tion sous-cutanée. 

HI. On cherche actuellement & unifier les procédés de litrage 
des sérums antigangréneux, en utilisant surtout la souris 
comme animal d’épreuve ; aussi avons-nous voulu déterminer 
la valeur exacte de nos sérums antigangréneux d’activité 
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moyenne, étudiés sur souris, vis-a-vis de la méme quantité de 
toxine qui nous servait aux titrages sur d’autres animaux. 

III. Le sérum anti-per/ringens, propre a l'usage thérapeu- 
tique doit contenir, titré sur souris, au moins 100 unités anti- 
loxiques, pour correspondre, en valeur moyenne, au sérum 
titré en unités anti-infectieuses. 

Le sérum anti-Vibrion septique, qui protége a 1/1.000 de cen- 
timétre cube un lapinde 2 kilogrammes contre une dose minima 
mortelle de toxine séche redissoute dans l’eau physiologique 
(dans nos recherches 4 milligr. 5, ce qui correspond & 15 & 16 
doses minima mortelles pour la souris de 17 & 20 grammes), 
titre sur souris 250 unités antitoxiques par centimétre cube. 

Le sérum anti-histolylique, qui protége 4 1/1.000 de centi- 
métre cube Je Japin de 2 kilogrammes contre une dose minima 
mortelle de toxine séche redissoute dans l'eau physiologique 
(dans nos recherches 1 milligr. 5, ce qui correspond & 20 doses 
minima mortelles pour la souris de 17 & 20 grammes), lilre sur 
souris 250 unités antitoxiques par centimétre cube. 

Le sérum anti-edematiens doit titrer, comme l'ont établi 
Weinberg et Seguin, 1.000 unités par centimetre cube. Il en 
est de méme du sérum anti-Sordellit. 

1V. Il est hors de doute que l’emploi de la souris pour le 
titrage et la standardisation des sérums antigangréneux pré- 
sente de trés gros avantages : il est trés facile de se procurer, 
en quanlité sulfisante, des souris de méme poids et d’en utiliser 
un grand nombre pour chaque expérience. De plus, la valeur 
absolue de la dose minima mortelle de toxine pour la souris 
élant tres faible, les chiffres des iitrages obtenus présentent 
une grande précision. 


EFFETS DE L'INOCULATION DU BCG 
PAR SCARIFICATION 
SUR LA CORNEE DES JEUNES LAPINS 


par T. DE SANCTIS MONALDI et UGO BASSL. 


én 1872 Armanni, dans un ouvrage intitulé: Sur /a spécifi- 
cilé et la virulence des substances caséeuses et tuberculeuses, 
démontrait que linoculation par scarification de la cornée, 
chez les cobayes ou les lapins, de produits supposés tubercu- 
leux était capable d’en préciser la nature. L’animal succombait 
fréquemment a une tuberculose généralisée. 

Ces constatations furent reprises et confirmées par un grand 
nombre d’auteurs qui s'accordent pour conclure que l’inocula- 
tion oculaire présente sur les aulres voies d’inoculation les 
avantages suivants : les processus qui se développent an lieu 
de Vinoculation et dans son voisinage sont bien localisés; ils 
présentent des aspects caractéristiques et peuvent ¢tre observés 
directement. 

D’autre part le professeur Calmetie montra que l’inoculation 
par simple instillation de virus dans le sac conjonctival permet 
de suivre la progression de l’infection par les voies lymphatiques 
et sanguines. : 

Kirchner et Schneider, dans leurs études sur le BCG, ont 
également utilisé ia voie oculaire : ils injectaient des doses 
variées de bacilles dans l’épaisseur de la cornée du Japin et, 
aprés dix passages de cornée a cornée, ils obtinrent une culture 
totalement dépourvue de virulence. Dans une seconde série 
d’expériences, les mémes auteurs, partant toujours de la culture 
du dixiéme passage, croient avoir réussi a obtenir des Iésions 
tuberculeuses évolutives et transmissibles en série chez le 
cobaye. La différence des résultats de ces deux séries d’expé- 
riences reléverait du fait que, dans la premiére, le BCG était 
prélevé de la cornée, pour effectuer les passages successifs, 
avant que la lésion ait été alteinte par la néoformation vascu- 
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laire, tandis que, dans la seconde, les auteurs attendirent, pour 
faire le prélévement, que la Iésion fat bien vascularisée et que 
le BCG fat entré en contact avec le sang. Cette hypothdse est 
d’autant moins acceptable que, dans le méme travail de Kirchner, 
sont rapportés des résultats similaires obtenus en partant d’une 
souche de bacilles paratuberculeux (b. de la fléole). Or, les 
résultats analogues obtenus antérieurement avec des bacilles 
paratuberculeux, en particulier ceux bien connus de W. Kolle 
-et ses collaborateurs, provenaient manifesiement d’erreurs de 
technique (Bruno Lange). D’autre part les cas d’infection natu- 
relle de lapins et de cobayes, observés par d’assez nombreux 
expérimentateurs et par nous-mémes, nous engagent a faire la 
plus grande réserve sur la valeur a attribuer aux fails rapporlés 
par Kirchner. 

Quoi qu’il en soit, inoculation oculaire, avec toutes ses 
variantes, est parmi les plus utiles et Jes plus fécondes en 
résultats pour l’étude de ta tuberculose. Bochetti et Hvento 
ont eu raison de l’employer pour |’étude du BCG sur de trés 
jeunes lapins. La technique utilisée par ces auteurs s'inspire a 
la fois de la méthode d’Armanni (scarification de la cornée) et 
de celle de Calmette (instillation conjonctivale); elle donne les 
mémes résultats que l’infection par voie sanguine, — ce qui 
confirme les connexions entre le systeme lacunaire lympha- 
tique de Ja cornée et la circulation sanguine et l’existence de 
rapports similaires, que ces auteurs avaient également établis 
expérimentalement avec R. Maggiora, entre les vaisseaux san- 
guins et les espaces intraciliaires (Bizzozzero) du réticulum de 
Malpighi. Les résultats anatomiques rapportés par Bochetti 
et Ilvento, qui considérent pourtant le BCG comme une souche 
bovine de virulence atténuée, sont si intéressants que nous 
avons cru utile de reprendre et de répéter leurs expériences en 
vue d’étudier les lésions anatomiques, les réactions hématiques 
et les réactions allergiques des animaux ainsi infectés par 
le BCG. 

Certains des prolocoles que nous rapporlons nous permettent 
de décrire des lésions particuli¢res du poumon, que seule 
l'étude bactériologique et histo-pathologique nous a permis de 
caraclériser et didentifier avec certitude. 
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Tecunigue. — L’inoculation de la cornée a été pratiquée de 
la facon suivante : aprés instillation dans Iwi! droit, les pau- 
piéres écartées & l’aide du blépharostate, de quelques goutles 
d’une émulsion de BCG (n° 383) contenant 5 milligrammes de 
bacilles par centimetre cube pour le premier groupe de lapins, 
10 milligrammes pour le second et 20 milligrammes pour le 
troisiéme, ila été procédé a la scarification de la cornée avec un 
vaccinostyle stérilisé, de facon que les bacilles pénétrent bien 
dans les lacunes lymphatiques. Les scarifications ont toujours été 
effectuées dans l’un des cadrans de la cornée, afin de pouvoir 
suivre la formation et l'extension éventuelle des Iésions locales. 


= 

Dans le premier groupe, composé de 43 lapins agés d'un mois et de 1 lapin 
témoin du méme age, 5 seulement ont présenté, a la fin de la troisiéme 
semaine, sur la zone inoculée, deux ou trois petits points grisalres, 4 peine 
visibles 4 la loupe. A la fin du second mois, ces lésions avaient compléte- 
ment disparu sans laisser de cicatrices. Pendant les trois ou quatre premiers 
jours ily eut une légére hyperémie de la conjonctive, d’ailleurs, rapidement 
enrayée. En aucun cas il n’a été constaté d’hypopion, ni d’ulcération, ni de 
perforation de la cornée, non plus que de lésions de iris. 

8 animaux, sacrifiés du quarante-sepli¢me au quatre-vingt-quatriéme jour, 
avaient les organes absolument normaux a ]’autopsie. Pour les cing autres, 
voici ce que nous avons observé : 

Le A-97, de trente jours (poids 420 grammes) est mort spontanément le 
quatriéme jour aprés linocujation, avec foie congestionné et lésions évi- 
dentes de coccidiose. 

Le mésentére est hyperémié et il existe quelques suffusions hémorragiques 
du cdlon. L’examen microscopique des féces a montré la présence d'un 
nombre important de coccidies. 

Le 5-22, de trente jours (poids 330 grammes), gardé comme témoin et par 
conséquent non inoculé, est mort spontanément le soixante-dixitme jour 
(poids 790 grammes) de pleuro-péricardite purulente accompagnée de vastes 
zones atélectasiques des poumons. Du pus et du sang du cour on a isolé 
une culture pure de cocco-bacilles ovoides, immobiles, Gram-négatifs, faci- 
lement cullivables en bouillon et gélose ordinaire (pasteurella). 

Le Z-4, de trente jours (poids 350 grammes), présente le vingtieme jour sur 
la cornée quatre petits points, gros environ comme une pointe d’aiguille. A 
la fin du troisiéme mois, ceux-ci ont complétement disparu et examen a la 
loupe ne décéle aucune lésion, ni cicatrice. L’animal est mort spontanément 
le deux cent vingt et uniéme jour, aprés avoir beaucoup maigri pendant les 
quatre derniéres semaines. Ses poumons sont parsemés de nodules blanc- 
grisdtre, légérement proéminents, d’un volume variant de celui d’une téte 
d’épingle a celui d'un grain de millet ou d'une lentille; ils présentent a cer- 
tains endroits des zones entiéres 4 limites irréguliéres qui semblent étre le 
siege d’un important processus de nécrose. A la coupe, il ne sort de pus nj 
des zones nécrosées, ni des nodules, ni des bronches (voir fig. n° 1). 

Le ceeur est entouré de dépots de fibrine. Le foie est congestionné, la rate 
un peu augmentée de volume. 
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Les lésions que nous yenons de décrire nous avaient fortement impres- 
sionnés, car leur aspect était typiquement tuberculeux. Elles s’étaient pré- 
cisément produites chez l'un des 5 lapins qui avaient présenté de petites 
granulations de la cornée; aussi avons-nous recherché immédiatement les 
bacilles de Koch, mais plusieurs préparations furent négatives. L’ensemen- 
cement du sang du cceur en bouillon et gélose simple, et des prélévements 
effectués aux niveaux des altérations pulmonaires, a donné une culture pure 
de pasteurella, tandis que les milieux A l’ceuf, ensemencés en méme temps, 
étaient encore stériles au bout de deux mois. L’examen histologique, effectué 
complaisamment par le D: Delarue, a entiérement confirmé les données 


Fia. 4. 


bactériologiques : « ... Le parenchyme pulmonaire apparait a la coupe 
formé de nodules confluents, 4 contours polycycliques qui dénotent une 
topographie lobulaire assez précise. La lésion élémentaire qui conslitue ces 
nodules est une alvéolite suppurée. Tous les stades intermédiaires 
s’observent entre ]’exsudation fibrineuse et la diapédése leucocytaire d'une 
part, et, d’autre part, la nécrose suppurative massive mulilante au milieu 
de laquelle il est impossible de reconnaitre la trace des cloisons interalvéo- 
laires. Aulour de ces lésions de lobulite suppurée, le parenchyme pulmo- 
naire est le siége d’un processus, discret d’ailleurs, de splénisation. Le pro- 
cessus inflammatoire en question parait récent, il est en tout cas en pleine 
activité; cependant en certains points, a la périphérie des nodules suppurés, 
se dessine, semble-t-il, une tendance 4 la prolifération conjonclive active, 
A ce point de vue, les pédicules broncho-vasculaires sont intéressants a 
considérer. L’adventice conjonctive est en pleine réaction inflammatoire ; 


Annales de l'Institut Pasteur, t. XLIX, n° 4, 1932. 27 


420 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


mais, par ailleurs, la congestion intense des vaisseaux domine nettement. 
Les amas de polynucléaires altérés qui remplissent les bronches 'témoignent 
bien de lactivité du |processus. Dans la plupart des points les bnononess 
remplies de pus sont intactes : leur épithélium cylindro-cubique luixmeme 
est remarquablement conservé; mais, en d’autres points on voit des aboes 
ntrapulmonaires s’ouvrir dans Ja lumiere des brenches et communiquer 
avec elle. 

« Ea résumé : lésions de lobulite aigué exsudative suppurée, répondant a 
la description classique des broncho-pneumonies suppurées. » 

Z-4. Le jour méme de la mort du précédent animal (deux cent vingt et 


BiGa2e 


uniéme jour aprés linfeclion) nous avons sacrifié un autre lapin qui com- 
mengait lui aussi.a dépérir et qui avait également présenté qnelques nodules 
de la cornée, complétement disparus dans la suite. 

Inoculé le 8 avril 1930, agé de trente jours, pesant 325 grammes, ce lapin 
est aulopsié le 145 novembre 1930 (poids : 1.975 grammes). A l’ouverture de 
ja cage thoracique, le poumon droit adhérait 4 toute la plévre pariétale et 
fut isolé difficilement; une dilacération mit & jour une caverne. Des nodules 
de grandeur variée y sont disséminés; en certains points se constatent des 
zones étendues de dégénérescence apparemment caséeuse. Le poumon 
gauche est relativement sain 4 son lobe inférieur : seulement un gros nodule 


blanc grisdtre, bien délimité, est visible A son sommet. Gros ganglions 
hilaires (voir fig. 2). 
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Comme pour le cas précédent, ni l’examen direct, ni la culture ne mettent 
en évidence de bacilles acido-résistants ; par contre cetle derniére nous 
permet disoler une pasleurella. L’examen histologique exclut la présence 
de lésions du type tuberculeux. 

Enfin, le cinquiéme lapin Z-2, inoculé a lage de trente jours, pesant 
340 grammes, est mort spontanément le deux cent cinquantiéme jour au 
poids de 2.400 grammes. 

La figure 3 montre des altérations se rapprochant moins de la tuberculose ; 
en effet, la lésion diffuse d'un lobe pulmonaire entier, bien délimité a Ja 
scissure, indique plutét un processus de type aigu ou ‘subaigu de nature 
inflammatoire. Les examens bactériologique et histologique ont démontré 


Fie. 3. 


nettement que toutes les lésions provenaient d'une pasteurellose A évolu- 
tion subaigué. 


Des lésions oculaires peu intenses ‘s‘élant produites chez 
quelques animaux du premier groupe seulement, nous avons 
craint qu'une dose trop faible de germes ait été inoculée par 
les scarifications cornéennes. Nous avons donc décidé de porter 
440 milligrammes la quantité de bacilles contenus dans 1 cent. 
cube ‘d’émulsion. 


Nous avons inoculé en deux fois 12 jeunes lapins de trenle jours et 
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4 lapin de trois mois; un autre de trente jours non inoculé restant comme 
témoin. Les lésions de la cornée n’ont pas été plus intenses que dans les 
5 cas positifs du groupe précédent, mais elles se sont produites chez tous 
les animaux inoculés du quatorzitme au vingt-sixiéme jour; Vhyperémie 
initiale de la conjonctive a eu chez tous une durée de trois a cing jours. A 
partir de la troisitme semaine, les petits nodules de la cornée sont restés 
stalionnaires, ce n'est que vers la fin du deuxiéme mois qu'ils commen- 
cérent a se résorber. 9 jeunes lapins ainsi que les témoins ont élé sacrifiés 
du vingt-quatritme au soixante-dix-neuvieéme jour apres linoculation. 
Toutes les autopsies ont été completement négatives. Pour les quatre autres 
nous avons observé: 

Lapin 16-17. — Inoculé le 18 avril 1930, agé de trente jours, poids : 
400 grammes; mort apres treize jours, poids : 380 grammes. Aucune lésion 
macroscopique des organes. La muqueuse intestinale est hyperémiée ¢a et 
1a, ainsi que le mésentére. L’examen des féces indique la présence de coc- 
cidies en trés grande quantité. 

Diagnostic : coccidiose intestinule. 

Lapin A-83. — Inoculé le 24 novembre 1930, poids : 303 grammes, agé de 
trente jours; mort le 17 décembre 1930, poids: 480 grammes; 4 a 3 petils 
nodules bien limités au point d’inoculation sur la cornée, pas de lesions 
limitrophes, congestion des vaisseaux mésentériques et de la muqueuse du 
colon. De trés nombreux cysticerques (Tznia crassicola) dans l’épaisseur de 
l’épiploon, principalement le long de son bord libre. L’examen des féces 
démontre, en outre, la présence d’une quantité énorme de coccidies comme 
dans le cas précédent. Diagnostic : coccidiose. 

Lapin n° 12/13. — Mort aprés vingt-deux jours. L’autopsie montre des 
hémorragies sous-muqueuses du gros intestin assez étendues. Les lésions 
oculaires constituées par quatre nodules gris, gros comme une téte d’épingle, 
sans zone d’opacité, périphérique, sont bien visibles, absence de signes d’exten- 
sion. Enorme quantité de coccidies dans l'intestin. Diagnostic : coccidiose. 

Lapin n° 14/15. — Mort aprés trente jours. Rien de caractéristique en dehors 
de Jhabituelle présence de petits points grisatres, clairsemés, dans la région 
cornéenne inoculée; absence de lésions du reste de l'cil. Sur le foie, quel- 
ques zones blanches brillantes, irrégulitres, ot une préparation a ]'état frais 
montre quelques coccidies; celles-ci sont tres nombreuses dans les féces. 
Diagnostic : coccidiose. 


Craignant toujours que la dose infectante de BCG soit insuf- 
fisante, étant donnée la petite surface d’absorption de la zone 
scarifiée, nous avons, pour le ltroisisme groupe de jeunes 
lapins, utilisé une émulsion de BCG (383) contenant 20 milligr. 
de bacilles par centimetre cube. Nous avons méme essayé, & 
l'aide du vaccinostyle, de faire des scarifications plus profondes. 
Une fois méme la pointe de notre vaccinostyle perfora la cornée 
et quelques gouttes d’humeur aqueuse en sortirent. Cet inci- 
dent ne fut suivi d’aucun phénoméne particulier ; la tension du 
liquide de la chambre antérieure redevint rapidement normale 
et la plaie de la perforation se cicatrisa. 


INOCULATION DU BCG SUR LA CORNEE DES JEUNES LAPINS 423 


Cing lapins de vingt-huit jours et treize de trente jours furent 
inoculés avec Il’émulsion susdite. Trois restérent comme 
témoins. A part trois animaux chez lesquels elles furent pré- 
coces, les lésions oculaires ne furent pas sensiblement modi- 
fiées. En général, les petits points grisdtres, quoique toujours 
localisés & la région de la cornée scarifiée, étaient plus nombreux 
que dans les groupes précédents, mais sans jamais manifester 
de tendance a la fusion; leur volume maximum a été celui 
d'une téte d’épingle. Aprés cent deux jours, limile maximum 
d’observation, ils étaient encore présents, quoique notablement 
diminués de volume et en voie de résorption. La réaction con- 
jonctivale se maintint environ une semaine, mais il ne se 
forma jamais d’hypopion, ni d’ulcération. 

Le lapin D/19, qui avait eu la cornée perforée au moment 
de la scarification, présenta des lésions spécifiques semblables & 
celles déja décrites. Au point perforé seulement se forma une 
cicatrice fortement opaque, blanche, qui se détachait nettement 
des points grisitres environnants et persista jusgu’au quatre- 
vingt-quinziéme jour, date & laquelle |’animal fut sacrifié. Les 
autres lésions, au contraire, élaient nolablement diminuées et 
un grand nombre de points gris avaient disparu. 


Douze lapins furent sacrifiés du quinziéme au cent deuxiéme jour aprés 
Vinoculation. Bien que notre attention se soit particulitrement portée sur les 
différents organes, nous n'y avons jamais constaté la moindre altération. Les 
relais lymphatiques du lapin n’étaient méme pas hypertrophiés. Aucune dif- 
férence n’y a été observée par comparaison avec un des témoins sacrifiés 
dans ce butaprés soixante jours. Deux lapins, le C/33 (poids: 420 grammes), ino- 
culé a vingt-huit jours,et le D/17 (poids : 460 grammes), inoculé a trente jours, 
sont actuellement vivants et pésent respectivement 2.980 et 3.170 grammes 
(Juin 1932). L’autopsie des cinq autres animaux morts spontanément a mis 
en évidence pour le C/32, temoin du groupe des lapins de vingt-buit jours, 
et par conséquent non inoculé, une pleuro-péricardtle et une péritonite puru- 
lenle & pasteurella; pour les quatre autres, des lésions qui nous ont vive- 
ment impressionnés et que nous allons décrire. 

Lapin C/94. — Le} 20 avril 1931, inoculation de BCG ceil droit. Age : trente 
jours ; poids : 403 grammes. Le septitme jour, on remarque sur Ja cornée 
une ligne blanche grisatre, de 3 millimetres de longueur sur 1 millimétre de 
largeur, correspondant a l'une des scarifications. Tout a colé se trouvent 
quelques points similaires. Ces lésions restent stationnaires. Vers le vingt- 
cinquiéme jour, l’'animal perd sa vivacilé, et le matin du 49 mai 1931 on le 
trouve mort dans sa cage. A l’ouverture du thorax, les poumons de couleur 
sombre, mais de volume normal, apparaissent parsemés de multiples nodules 
de la grosseur maximum d'une téte d’épingle, nodules qui ne sont ni sail- 
lants, ni entourés de zone hémorragique. Sur les coupes des poumons, on 
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en observe en petit nombre présentant les mémes caracléres; examen: a la 
loupe les faildavantage encore ressembler a de trés jeunes tubercules trans- 
lucides. En résumé, le tableau rappelle celui d’une tuberculose miliaire loca- 
lisée aux poumons. Le foie, la rate sont congestionnés; les reins sont macros- 
copiquement normaux. Simultanément des recherches bactériologiques.. et 
histologiques sont effectuées. 

Lapin C/98, poids 440 grammes a l’inoculation. Depuis le dixiéme jour, 
eeil droit présentait dans la région inférieure externe searifiée de petites: 


Fic. 4. 


zones légérement opaques a marges un peu irréguliéres, au centre desquelles 
on observait. trois| ou. quatre points grisatres un peu proéminents. Au bout 
de Ja troisiéme semaine, les zones d’opacité ont disparu; il ne resta que des 
nodules centraux de: la grosseur d'une téte d’épingle, qui persistérent, 
inchangés jusqu’a la mort dej]’animal survenue le trente-sixiéme jour. Les, pou- 
mons présentent comme ceux du lapin. précédent des lésions qui, de prime 
abord, peuvent simuler une tuberculose miliaire discrete, étant. donné que 
le nombre des tubercules est moindre que.dans le cas précédent., Ganglions. 
hilaires. tuméfiés, foie, rate, reins, notablement congestionnés ; les, préléve-~ 


ments nécessaires: aux: études bactériologiques, et histologiques, sont effec- 
tués. 
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Lapin: C/99. — Inoculé en méme temps que les précédents. Poids : 
375 grammes. L’ceil droit montre vers le dixiéme jour, dans la région scarifiée, 
deux zones légérement opaques. dans lesquelles sixpetits nodules gris faisaient 
saillie. Ces lésions, qui s’étaient constituées si rapidement, n’eurent plus ten- 
dance 4 progresser, au contraire, A la fin de la cinquiéme semaine, les 
zones d’opacité avaient disparuiet les nodules étaientiméme plus petits. 

Le 3) juin 1931, le lapin fut trouvé mort, quarante-deux jours aprés l’inocu- 
lation. Les poumons, congestionnés dans l'ensemble, sont parsemés de petits 
nodules un peu plus opaques que ceux des deux animaux précédents et du 
volume d'une: téte d’épingle ou d'un grain de millet. Les ganglions: hilaires 
sont hypertrophiés. Foie. rate, congestionnés et augmentés de volume, mais 
indemnes de tubercules. 

Ici également, ona l'impression d'une tuberculose miliaire pulmonaire. Ces 
constatations nous ont décidés (Voir fig. 4) A sacrifier!’animal de controle de ce 
groupe, lapin C/100, qui n’avaib pas été inoculé, et dont les conditions géné- 
rales étaient tres bonnes. Notre surprise fut grande & l’autopsie en consta- 
tant dans les poumons de cet animal la présence d’assez nombreux nodules 
gris, translucides, comme chez le lapin C/94. 

Les quarante-sixiéme et quarante-seplitme jours aprés: inoculation, les 
lapins, C/97 et Cf95, sacrifiés, sont indemnes de toutes lésions. Aujour- 
dhui, aprés plus de douze mois, un: animal de ce groupe est encore vivant 
et en bonne santé. Pour les quatre lapins sus-mentionnés, l’ensemencement 
des prélévements au niveau des lésionsi pulmonaires et du sang du'ceeur'a 
réguli¢rement fourni une culture pure de bacille court de 1 4 2 de lon- 
gueur, immobile, Gram négatif. Ce bacille trouble le bouillon simple, mais, 
bien qu'il forme un léger voile et des flocons qui tombent au fond du tube, 
le -miliew ne se clarifie pas. 

Sur gélose, il forme une couche assez épaisse, blanche; les colonies isolées 
ont au début l’aspect de gouttelettes de rosée. 

Ce germe ne coagule pas le lait, et ne liquéfie pas: la gélatine; il attaque, 
sans développement de gaz, le glucose, le lévulose, le maltose et la man- 
nite. Le lactose et le saccharose ne sont pas attaqués. Ces caractéres corres- 
pondent 4 ceux du cocco-bacille de la pseudo-tuberculose des: rongeurs. 
L’agglutination a 1/800 par un sérum antipseudo-luberculeux nous a permis 
de: identifier au microbe de Malassez et Vignal (1). 

Les altéralions histo-pathologiques des lésions pulmonaires. étudiées par 
M. J. Delarue peuvent se résumer comme il suit : 

« Les fragments examinés révélent l’existence dans le parenchyme pulmo- 
naire d’un processus: splénique diffus, d'ailleurs fort discret, consistant en 
congestion et épaississement des. parois alvéolaires,tuméfaction du revéte- 
ment des alvéoles, émigration et métamorphose macrophagique des éléments _ 
qui constituent celui-ci. Ce processus exsudatif diffus est d’ailleurs inégale- 
ment réparti: En certains points, il est assez accentué pour aller jusqu’a 
lexsudation fibrineuse ; en d’autres points, il est 4 peine marqué, a peine 
représenté par une légére tuméfaction des éléments de la paroi alyéolaire. 
De place en place, on peut trouver de petits nodules limités a un acinus, 
yoire un infundibulum nettement isolé dans le parenchyme pulmonaire avoi- 
sinant, et constitués par un centre nécrotique (substance amorphe et débris 


(1) Nous tenons A remercier particulitrement le D* Trucne, chargé du 
Service de diagnostic vétérinaire, qui a eu l'amabilité) de faire cet examen 


érologi ue. 
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de leucocytes polynucléaires) et par une zone d’alyéolite macrophagique et 
diapédétique périphérique. » 

La recherche des bacilles acido-résistants dans les lésions pulmonaires, 
soit directement, soit par culture sur les milieux a l’ceuf, a été constamment 
négative. 

En appliquant sur l’ceil énucléé, qu’on laisse a l’étuve en atmosphére 
humide, une lamelle selon ia méthode de décalcage de Borrel (1), la couche 
superficielle des cellules épithéliales de la cornée y reste adhérente. La 
coloration au Ziehl montre, parmi les cellules cornéennes, de rares leuco- 
cytes polynucléaires, quelques lymphocytes et des amas dé hacilles acido- 
résistants formant de vyéritables colonies microscopiques libres entre les 
cellules ou intracellulaires. Les préparations obtenues ayec cette technique 
sont infiniment supérieures a celles que permet le simple raclage des parties 
malades. Dans un cas, l’ensemencement du prélévement effectué le 
44 avril 1931 (cinquante-deuxiéme jour, dapin C/96), sur le milieu de Petra- 
gnani modifié, par substitution de l’‘asparagine a la peptone, nous a permis 
de cultiver un bacille acido-résistant qui fut reconnu comme étant du BCG a 
l'épreuve biologique. La réaction thermique a la tuberculine fut pratiquée chez 
tous les lapins par l’injection dans la veine marginale de l’oreille, de 1 centi- 
métre cube de solution de tuberculine au 1/20¢ ; elle était considérée comme 
positive lorsque la température rectale montait d’au moins un degré. Le tiers 
des animaux avait déja une réaction positive le seiziéme jour, et la totalité 
apres un mois. Cette allergie positive se maintint jusqu’a ]a mort des ani- 
maux. Enfin, la formule leucocytaire a décelé au cours des premiers dix a 
vingt jours une légére monocytose suivie d'une lymphocytose plus accentuée, 
ainsi que nous lavions déja observé chez le cobaye (2),et comme Zuccolal'a 
confirmé récemment (3). Laformule d’Arneth se déplace simultanément vers 
la gauche, bien que l'on observe parfois de rapides oscillations, expression 
possible de stimulations irritatives intermiltentes des centres hématopoié- 
tiques. Assez fréquemment, nous avons observé dans nos préparations, 
quand la formule était particulierement déviée 4 gauche, de rares hémocyto- 


blastes, des lymphoblastes, quelques myélocytes, et d’autres éléments de 
classification difficile. 


De ces séries d’expériences, nous pouvons tirer les conclu- 
sions suivantes : 

Tout d’abord, les lésions oculaires que provoque le BCG sont 
absolument bénignes; elles ne sont jamais étendues a d’autres 
parties de l'oeil, et ne se sont jamais rapprochées, méme de 
loin, du cadre bien connu de la tuberculose oculaire classique, 
ot. la progression plus ou moins rapide des phénoménes se 
poursuit sans interruption. La bénignité des Jésions locales 
ressort également de ce fait qu’elles régressent spontanément 
et guérissent toujours, laissant parfois seulement de petites 
PAGE Nea eerie des Cancers. Bulletin de la Société Médicale 


(2) T. pe Sanctrs Monatpy. Ces Annales, 44, janvier 1930, p. 70. 
(3) P. Zuccota. Sanatorium, no 5, juillet 1934. 
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cicatrices. Contrairement & ce gue l’on pourrait supposer, si 
l'on admet que le tissu cornéen est peu favorable au dévelop- 
pement du bacille bilié, la bénignité des lésions n'est nulle- 
ment due @ une destruction rapide de ces germes, car nous les 
avons toujours trouvés en colonies microscopiques jusqu’au 
cinquantiéme jour aprés linoculation, et nous les avons 
cultivés une fois aprés ce méme laps de temps. Donc, dans 
ce tissu pourvu seulement d'une circulation lymphatique, le 
BCG peut vivre et se multiplier sans augmenter de virulence . 
La voie cornéenne permet la diffusion rapide des bacilles dans 
lorganisme, comme le démontrent les réactions allergiques et 
les modifications précoces de la formule leucocytaire. Elle 
peut étre considérée comme un excellent succédané de l’infec - 
tion hématique directe. Entre nos mains, elle n’a pas donné de 
résultats différents de ceux que fournit l’inoculalion sous - 
cutanée ou l’ingestion de BCG. 

Nos observations nécropsiques sont intéressantes, car elles 
nous ont appris que deux maladies trés fréquentes chez les 
animaux de laboratoire, la pasteurellose et la pseudo -tubercu- 
lose, peuvent déterminer, lorsque le processus est peu aigu, 
pour la premiére des lésions nécrotiques, pour la seconde des 
lésions suppurées capables d’étre confondues avec des lésions 
caséeuses ou miliaires tuberculeuses. Si ces affections n’avaient 
pas été pures chez nos animaux d’expérience, et si un des 
lapins témoins, non inoculé, n’avait présenté les mémes altéra- 
tions que les animaux inoculés avec le BCG, la présence de 
bacilles acido-résistants dans les lésions pulmonaires aurait pu 
paraitre suspecte. 

Combien de recherches il eft fallu pour déterminer la véri- 
table nature de ces lésions et pour mettre hors de cause le 
BCG, d’autant plus que certains lapins préparés par inocu- 
lation intracornéenne de BCG avaient présenté les lésions ocu- 
laires les plus prononcées ! 

Nous croyons utile d’attirer & nouveau l’attention sur ces 
lésions, p urtant classiques, en raison de l’incertitude que nous- 
mémes avons éprouvée lors des autopsies, et parce que nous 
sommes convaincus qu’elles ont été maintes fois des sources 
d’erreurs. 

La coccidiose, la pasteurellose, ou la pseudo-tuberculose, 
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qui ont évolué parallélement & l'infection cornéenne locale et 
transitoire produite par le BCG, n’ont pas modifié les caractéres 
biologiques de ce dernier malgré la diminution certaine de la 
défense organique des jeunes lapins. Les réactions allergiques 
et hématologiques présentées par nos animaux renforcent 
d’autre part notre certitude de la stabilité des caractéres du 
bacille-vaccin qui, non seulement n’a pas augmenté de viru- 
lence, mais a conservé ses caractéres essentiels de bon anti- 
gene. 

Nous sommes done pleinement d’accord avec Bochetti et 
Ilvento en considérant le BCG comme une souche bovine a 
virulence atténuée, capable de produire dans l’organisme des 
réactions folliculaires caractéristiques, mais distinctes. des 
Iésions tuberculeuses vraies, par ce fait qu’ed/es régressent 
toujours et guérissent totalement. 


DE QUELQUES PROPRIETES BIOLOGIQUES 
DU LIQUIDE CEPHALO-RACHIDIEN 


par A. CG. MARIE. 


Si la recherche de microbes et de toxines. neurotropes dans 
le liquide céphalo-rachidien a fait l'objet d’expériences suivies, 
on n’a pas défini l’action qu’il peut avoir sur eux. Nous.]’avons 
étudiée en choisissant, d’une part, le virus fixe de la rage, de 
l'autre, la toxine tétanique, en raison de la constance et de la 
netteté de leurs propriétés virulentes: et toxiques. 


A. —. Virus FIXE. 


Dans un de ses mémoires sur la pathogénie de la rage, 
Speransky [4] admet que le liquide céphalo-rachidien sert de 
voie de généralisation du processus morbide en propageant, 
grace a sa circulation propre, le virus au sein, des centres ner- 
veux. Le simple contact de celui-ci avec la surface intacte du 
cerveau ne suffit apparemment pas, il faut que le liquide 
céphalo-rachidien fasse pénétrer le virus jusquiaux régions 
profondes de l’encéphale dont ce liquide baigne toutes les par- 
ties grace aux espaces adventitiels des vaisseaux. 

Pourtant,,a la suite. de tres nombreux essais, il est. générale- 
ment. reconnu que le liquide céphalo-rachidien, prélevé pure- 
ment, sans mélange de substance nerveuse, nest jamais 
virulent au cours de linfection rabique. Méme nous: avons 
réussi rarement.& surprendre la présence du virus rabique 
dans le liquide céphalo-rachidien extraitpeude temps aprés une 
injection virulente dans la cavité sous-arachnoidienne (1), et 
auquel on reconnait une circulation ralentie, puisque (chez 


(1) Dans de nouveaux essais, ce sont des cobayes que nous avons pu 
infecter en leur injectant dans le cerveau du liquide céphalo-rachidien retiré 
chez des lapins qui venaient de recevoir une émulsion de virus: fixe dans 
la cavité sous-arachnoidienne. 
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l'homme) le liquide céphalo-rachidien se renouvellerait 6 a 
7 fois en vingt-quatre heures. 

Si, au cours de l’infection rabique, le liquide céphalo-rachi- 
dien n’est pas virulent, il ne faut pas en conclure qu'il exerce 
un pouvoir neutralisant sur le virus; au contraire, nos 
recherches montrent qu'il agit sur lui en conservant son pou- 
voir infectant dans des conditions ot l’eau physiologique ne le 
fait pas. 2 

Les dilutions millésimales du virus fixe donnent la rage 
réguligrement en sept & huit jours par la voie intracérébrale ; 
plus étendues, elles infectent encore les animaux, mais l’incu- 
bation présente des retards de plus en plus grands et, tout en 
tenant compte des difficultés de préparer des émulsions de 
substance nerveuse vraiment homogénes, on peut regarder 
comme dose limite infectante pour le lapin une quantilé de 
substance nerveuse rabique (virus fixe) comprise entre le 1/50 
et le 1/100 de milligramme (0,00001 gr.), & la condition d’in- 
jecter dans le cerveau une telle dose aussitot son émulsion 
préparée. En effet, l’action de l’oxygéne de l’air, surtout pen- 
dant un séjour de quelques heures & 38°, ne tarde pas a faire 
perdre beaucoup de leur pouvoir infectant méme & des émul- 
sions plus concentrées, par exemple de l’ordre de 1/35.000. Ce 
sont de semblables dilutions, préparées avec de l’eau physio- 
logique, que nous exposons & 38° pendant trois ou quatre heures 
Au bout de ce temps, le virus a perdu tout ou partie de son 
activité, et les lapins, injectés dans le cerveau, prennent Ja 
rage avec un retard de plusieurs semaines, ou méme demeurent 
bien portants. Mais, si l'on a pris soin d’ajouter une quantité 
convenable de liquide céphalo-rachidien [de lapin, de 
cheval (1)] & des volumes comparables de la méme émulsion, 
avant de les exposer a I’étuve pendant le méme temps, on voit 
les lapins ou les cobayes injectés dans le cerveau prendre la 
rage sans retard, c’est-a-dire entre les sixiéme et huitiéme 
jours, leur cerveau pouvant transmettre la maladie 4 d’autres 
animaux. 

De plus, en raison des origines plexuelles reconnues au 
liquide céphalo-rachidien, nous avons soumis, pendant 


(1) eee céphalo-rachidien de cheval était filtré sur bougie Chamber 
an : 
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quelques jours, & l’action de la glycérine, la pie-mére et les 
plexus choroides d’un encéphale de cheval. Deux goultes de ce 
glycéré ont présenté le méme pouvoir de conservation des 
propriétés infectantes du virus fixe que le liquide céphalo- 
rachidien. Enfin, puisque ce dernier est redevable de ses qua- 
lités 4 la partie dialysable du sérum sanguin, en verlu d’un 
choix fait par l’épithélium générateur des plexus, nous avons 
observé, comme il était & supposer, que du sérum de lapin neuf 
Jaissait dialyser & travers la celloidine un principe susceptible 
de maintenir également la virulence d’une émulsion rabique 
dans les conditions ou l’eau physiologique ne le pouvait pas. 

Voici, présentées dans un tableau, quelques-unes de nos 


expériences. 
TaBLeau I. 


INJECTIONS 


: : SSULTATS 
intracérébrales RESY : 


MELANGES (4 HEURES A 38°) 


2 lapins. Rage au 6¢ jour. 


Liquide céphalo-rachidien. 
4 cobaye. |Rage au 7° jour. 


Virus fixe au 1/5.000. 


Virus fixe au 1/3.000. .. . cobaye. |N’a rien. 


Liquide céphalo-rachidien . 


Virus fixe au 1/5.000. 


Eau physiologique. ... . ( lapins. Rage aux 20¢ et 22¢ jours. 
\ 
on 2 lapins. Rage au §° jour. 


Eau physiologique..... a E.| 4 lapin. Nisaiien: 


Virus fixe au 1/5.000. . . 


Glycéré de plexus choroide, IT gouttes. . ; 
Ve fixe au 1/3.000, X gouttes . lapins. | Rage au 6° jour. 
Glycérine ordinaire, II gouttes . 
Virus fixe au 41/5. 000, X gouttes . 


3 


lapin. Rage au 14¢ jour. 


Bau physiologiaus.y” © ©: {P.E| 2 eobayes. [Wont rien 


de lapin lapins. Rage au 8° jour. 


Portion dialysée de sérum 
Virus fixe au 1/5.000. ... 


B. — ToxtXE TETANIQUE. 


Speransky [2] a montré que le liquide céphalo-rachidien 
peut libérer la toxine adsorbée par la substance cérébrale, libé- 
ration que A. C. Marie et Tiffeneau [3] avaient déja réalisée: 
il agirait ainsi en favorisant la lyse de la matiére nerveuse. 
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Mais Speransky ne semble pas avoir étudié l’action du liquide 
céphalo-rachidien sur Ja toxine elle-méme. 

Nos expériences nous ont montré quelle consiste notam- 
ment. assurer leur conservation a des dilutions toxiques, dans 
des conditions o l’eau physiologique ne suffit pas 4 maintenir 
leurs propriétés tétanigénes. 

Des dilutions semblables de toxine tétanique étaient addi- 
tionnées, les unes d’eau physiologique, les autres-de quelques. 
gouttes de liquide céphalo-rachidien, avant d’élre exposées 
pendant trois heures & ]’étuve, ou vingt-quatre heures a la 
glaciére. A des dilutions de l’ordre du cent milliéme ou du 
millioniéme de centimétre cube, cette toxine, mortelle en 
trois jours pour la souris, & la dose de 0 c. c. 0001, perdait 
alors sa toxicité dans les dilutions 4 l’eau physiologique, la 
conservait dans celles additionnées de liquide céphalo-rachi- 
dien. 

En outre, celui-ci semble accélérer les effets tétanigenes de 
la toxine. Ainsi, en injectant d’assez grandes doses de cette 
derniére, par exemple 0c. c.5 qui donnent a une souris de 
20 grammes un tétanos mortel en deux jours, on voit la méme 
quantité additionnée de liquide céphalo-rachidien tuer animal 
en moins de douze heures. Toutefois, il n’y a peut-étre pas la 
(activation; en effet, si aprés avoir, pendant un temps conve- 
nable, mis une dilution toxique dans les conditions od elle 
doit avoir perdu la majeure partie de son activilé, on y ajoule a 
ce moment-la du liquide céphalo-rachidien, cette addition sera 
devenue inopérante. Le tableau Il présente quelques-uns de 
nos essais. 

Il est difficile d’expliquer cette action du liquide céphalo- 
rachidien. Dans leurs recherches sur la conservation de la. 
toxine, S. Muttermilch et M''e Salamon [4, 5] ont montré que, 
mélangée avec certains produits de l’organisme, la létanine 
garde sa toxicité primitive pendant plus de quatre cent quinze 
jours. Ils insistent sur ce fait qu'il suffit de quantités infimes 
d’extraits d’organes, par exemple, pour assurer a la toxine 
tétanique une conservation pour ainsi dire illimitée. Du 
tableau de leurs expériences, il résulte encore que divers pro- 
tides, tels que ceux du sérum sanguin ou bien de sa portion 
dialysable, du lait, des protéoses, ete. se zomportent semblable- 
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ment vis-a-vis de la toxine. Il s’agit la d'une action générale, 
etdu méme ordre, sans doute, est celle présentée par l’ovovi- 
telline associée aux lipides du jaune d’ceuf, lequel a montré un 
pouvoir énergique de conservation, sinon d’activation, des 
propriétés toxiques de la tétanine, dans nos recherches, en 
1914 [6]. 


Tasieau II. 


MELANGES INJECTHS A SOURIS 


dune vingtaine de grammes 


4. Souris : 0 c.c. 000002 toxine + 0 c.c. 20 
eau physiologique 
2. Souris : 0 c.c. 000002 toxine +0 c.c. 20 
liquide céphalo-rachidien (injections 
SxlemporaneesapOulmaet, 2) we lei ane = |= -- 
3. Souris : 0 c.c. 000002 toxine + 0 c.c. 20 
eau pay gologiaue a bce cing eee 0 0 0 | 0 OO eo 
4. Souris : 0 c.c. 000002 toxine + 0 c.c. 20 
eadey céphalo-rachidien (injections 
de 3 et. 4 aprés 3 heures d’éluve) .. .| 0 | — | =/ = 
5. Souris : 0 c.c. 0000025 toxine + 0 c.c. 50 
CRU ON GEM OYTO Is 596 5 485 5 6 4 06 0 0 ® | Of O |] Ot 
6. Souris : 0 c.c. 0000025 toxine + 0 c.c. 50 
liquide céphalo-rachidien (injections 
de 5 et 6 aprés 24 heures a la glaciére).| — 
7. Souris: 0c.c. 0000025 toxine + 1 ¢.c. eau 
phystologique.s srs 4 Giese (one 0 0 0-).0 4.0 
8. Souris : 0 c.c. 0000025 toxine + 1 c¢.c. eau 
distillée dans laquelle plongeait un dia- 
eed Pa de sérum neuf de lapin 
(injections de 7 et 8 aprés 24 heures a 
lap claeveneyie eayt ota cece jo Sees =f + 
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Il 
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La composition du liquide céphalo-rachidien est compa- 
rable & celle du sérum sanguin; on y trouve 0 gr. 534 de 
glucose par litre; de plus Trendelenburg y aurait signalé 
Ja présence normale, & doses exlrémement faibles, de la 
sécrétion du lobe postérieur de Vhypophyse [7]. A vrai 
dire, cette sécrétion, de méme que celle du lobe antérieur, 
exerce un pouvoir net de conservation sur la tétanme, comme 
peuvent le faire divers extraits d’organes, mais si l’on réflé- 
chit a l’extréme dilution de la sécrélion hypophysaire dans 
le liquide céphalo-rachidien (1 milligramme pour 35 litres), on 
ne peut lui attribuer le pouvoir conservateur du liquide 
céphalo-rachidien sur la toxine, les extraits d’organes agissant 
dans ce sens & des doses beaucoup plus élevées (1: 60). Mais 
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comme on admet que le liquide céphalo-rachidien serait 
apte au maintien de l’excitabilité cellulaire, et que Fleig aurait 
obtenu dans ce liquide des survies d’organes, on peut se 
demander si le liquide céphalo-rachidien, qui représente la 
portion dialysable du sérum sanguin (tableau II, souris 7 et 8) 
ne doit pas en partie son pouvoir de conservation aux petites 
quantités d’albumines, 0 gr. 18 par litre, qu’il contient et qui 
seraient identiques a celles du sérum sanguin. 

L’intérét, pour le liquide céphalo-rachidien, de ces propriétés 
qui résistent au chauffage d'une heure 4 67°, réside surtout 
dans le fait que ce milieu intérieur des centres remplit un réle 
essentiel dans |’adsorption du virus rabique (1) comme de la 
toxine tétanique, puisque l’un et |’autre sont portés vers les 
neurones cérébraux ou médullaires grace au liquide céphalo- 
rachidien des espaces périneuraux, aussi bien que par la voie 
cylindraxile [8]. 

Unstitut Pasteur. ) 
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(1) L’action conservatrice du liquide céphalo-rachidien, pour intéressante 
qu’elle soit dans le cas d’un virus neurotrope, peut aussi s’exercer sur des 
microbes qui ne passent pas pour avoir celte qualité spéciale. Ainsi, depuis 
Ja rédaction de ce mémoire, nous avons montré (C. R. Soc. Biol., 440, p. 762) 
que les cultures si fragiles du coccobacille de la peste humaine conservent 
toute leur virulence au contact du liquide céphalo-rachidien, apres un séjour 
de 4 heures 4 37°, lequel suffit 4 la faire perdre totalement aux mémes cu!- 


tures émulsionnées dans l’eau physiologique, mais sans l’addition de liquide 
céphalo-rachidien. 


RECHERCHES SUR UN VIRUS RABIQUE DE RUE 
A VIRULENCE RENFORCEE 


par DEMETRE JONNESCO. 


J] existe dans la nature une multiplicité de virus de rue 
pouvant se différencier les uns des autres par leur action 
pathogéne, ainsi que par d’autres propriétés. Un grand nombre 
de ces virus rabiques de rue se rapprochent du groupe des 
virus encéphalitiques, et seul un examen détaillé et métho- 
dique peut nous permettre de les identifier. Ces variations des 
virus de rue expliquent également la variabilité des propriétés 
des virus fixes. 

Pour la durée de l’'incubation du virus rabique de rue inoculé 
a des lapins, 4 des cobayes, a des chiens, etc., on observe les 
plus grandes variations qui sont enrapport tout d’abord avec la 
nature du virus, ensuite avec l’espéce d’animal inoculé, puis 
enfinaveclaméthoded inoculationemployée. Ainsi, l’incubation 
du virus rabique de rue, inoculé sous la dure-mére chez des 
lapins, peul durer de quinze a trente jours, et méme pendant 
quelques mois. On ne trouve cependant qu’un pelit nombre de 
cas, cités par la littérature médicale, dans lesquels |’incuba- 
tion du virusrabique de rue a été trés courte chez des animaux. 
Ainsi, Calabresse, Bordoni, Uffreduzzi, d' Amato, et d’autres 
auteurs décrivent des cas d’incubation de dix jours chez des 
lapins. Victor Babés a trouvé, lui aussi, des virus qui produi- 
saient la mort du lapin en sept a huit jours. Remlinger a pu 
isoler des virus de celte sorte, soit en Turquie, soit au Maroc, 
et ces virus ont entrainé chez le lapin la rage paralytique clas- 
sique dans Jes mémes délais que le virus fixe. Le diagnostic 
différentiel de ces virus rabiques de rue a incubation trés courte 
avec celle du virus fixe présente une certaine difficulté. Ainsi, 
le virus Koritschoner a été considéré tout d’abord comme un 
virus herpés-encéphalitique. On a démontré plus tard que ce 
virus était, sous tous les rapports, absolument semblable au 
virus rabique de rue (Koritschoner et Schweinburg, Luger, 
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Silberstein, Lauda, Doerr et Zdansky). Le virus Koritschoner 
présente une incubation constante de quatre a cing jours chez 
les lapins et un manque absolu de corps de Negri. Il n'y a que 
de rares observations de cas de ce genre dans la littérature 
médicale, et nos propres investigations ne nous ont révélé la 
description d’aucun autre virus de rue & courte incubation que 
celle du virus de Koritschoner, comme d’ailleurs l’ont affirmé 
Krauss, Gerlach et Schweinburg (Lyssa bea Mensch und Trer, 
Wien, 1926, p. 51). Tout récemment, J. Bablet et H. Mar- 
neffe (Ces Annales, mars 1932) ont décrit un certain cas de 
rage produit par un virus rabique de rue 4 virulence ren- 
foreée observé & Hanoi. Ces auteurs ont constaté qu’il s’agissait 
d'un virus renforcé tuant le lapin en huit jours en moyenne, 
apres une éyvolution paralytique classique. Weston Hurst et 
J. L. Pawan ont publié en 1931 des relations sur une épidémie 
bien singuliére qui, en juillet-aott 1929, a sévi sur la popu- 
lation pauvre du village de Siparia, dans Vile de la Trinité 
(Antilles anglaises). Elle a frappé 17 personnes et a revétu la 
forme d'une paralysie ascendante aigué de Landry rapidement 
mortelle. Ge qui caractérise l’épidémie de la Trinité, c’est 
Yignorance du mécanisme de l’infection, car les malades ne 
portaient aucune trace de morsure, et personne n’avait gardé 
le souvenir d’un accident de cette sorte. Dans ces conditions, on 
porta le diagnostic de « poliomyélite », mais les recherches 
effectuées & l'Institut Lister, de Londres, et & l'Institut Pasteur, 
de Tanger, par Remlinger et Bailly, sur la nature du virus, ont 
conclu, sans aucune hésitation, au diagnostic de la rage. 

Nous avons donc cru important de relater nos recherches 
sur un virus provenant du loup, et qui présente les plus 
grandes analogies avec le virus de Koritschoner, mais ayant 
une durée d’incubation fixe et plus courte que celle du virus 
Koritschonery, ou d’autres virus semblables, méme dés le pre- 
mier passage: trois jours chez le lapin, deux jours chez le 
cobaye, quatre jours chez le chien. Le 9 novembre 1931, le 
médecin-vétérinaire de Turnu-Magurele (Dép. Téléorman) 
nous a envoyé dans de la glycérine diverses portions du cerveau 
d’un loup qui était entré dans la ville, ot il avait été tué par 
un paysan. Il n’avait mordu personne. Il n’a pas été possible 
de rechercher la présence des corpuscules de Negri, attendu 
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que les fragments du cerveau avaient été broyéset pris a divers 
endroits de l’écorce cérébrale. 


RecHercues EXPERIMENTALES. 


INOCULATION DU VIRUS CHEZ DES LaPins. — On a trituré des 
portions du cerveau du loup et on ena fait une dilution au 1/100, 
que l’on a filtrée ensuite sur une toile, et injectée sous la dure- 
mere (0c. c. 2) &2 lapins. Tous deux ont été paralysés le troi- 
siéme jour, et ont succombé le quatriéme. On a fait ensuite, 
avec le virus de ces lapins, d'autres inoculations sous la dure- 
mére, en tout 19 passages jusqu’a présent avec une incubation 
absolument fixe de trois jours. En moyenne, les lapins pesaient 
environ t kilogr. 800. Dés le second jour aprés la trépanation, 
les lapins présentaient une ascension thermique (41° & 41°3), de 
la prostration, une respiration accélérée. Le troisisme jour 
apparaissaient (d'une maniére non constante) des mouvements 
de manége, un léger trismus, de la paralysie totale, opistho- 
tonos, el parfois aussi des grincements de dents. Nous n’avons 
observé aucune modification de ces symptOmes au cours des 
19 passages, l’incubation restant fixe, dés le début, soit trois 
jours, et la durée des paralysies jusqu’a la mort a oscillé entre 
un et trois jours. 

Nous conservons, en ce moment, le virus par des passages 
chez le lapin. 

En méme temps, nous avons inoculé le virus dans lachambre 
antérieure sur 2 lapins. Tous deux sont tombés paralysés le 
cinquiéme jour en présentant les mémes symptémes. 2 lapins 
inoculés par voie intramusculaire dans la nuque sont tombés 
paralysés, l’un le huitiéme jour, et autre le neuvieme. 

Deux lapins inoculés par scarification de la cornée sont restés 
en bonne santé, et l’on n’a pu observer ultérieurement chez 
eux la moindre réaction locale ou générale. 

Chez aucun des lapins de passage nous n’avons observé de 
corpuscules de Negri dans la corne d’Ammon, ni ailleurs, 
malgré l’insistance de nos recherches. Mais nous avons trouvé, 
d’une maniére constante, de petites hémorragies et de nom- 
breuses infiltrations de lymphocytes autour des capillaires ou 
diffuses. 
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InocULATION DU VIRUS A DES coBAYES. — Dans les infections du 
du cobaye au moyen du virus de rue, la durée de l’incu- 
bation est habituellement de dix 4 vingt jours, et ce n'est 
qu’aprés 9 ou 12 passages que la durée de l’incubation se rac- 
courcit et peut atteindre cing a dix jours. 

Notre virus a été inoculé par voie intracérébrale a des 
cobayes (0 c. c. 1 de dilution 1/100). 

Depuis la premiére inoculation jusqu’aujourd’hui, ot nous 
comptons 18 passages, la durée de l'incubation a été cons- 
tante : deux jours. 

La paralysie totale, accompagnée d’opisthotonos et de grin- 
cements de dents, peut durer de un & trois jours jusqu’a la 
mort. 

Aprés injection du virus par voie intramusculaire (4 cent. cube 
de dilution 1/100) sur 2 cobayes, J’un est tombé paralysé le 
cinquiéme jour, et l'autre le sixiéme. 

A Vexamen histo-pathologique du cerveau, nous avons 
constaté les plus intenses infiltrations de lymphocytes et 
de nombreux manchons autour des capillaires. Il y avait de 
nombreux foyers hémorragiques, et parfois nous avons trouvé 
cing & six manchons périvasculaires dans un seul champ 
microscopique. I n'y avait pas de corpuscules de Negri. 


INOCULATION DU VIRUS A DES SOURIS BLANCHES. — On a injecté 
du virus par vole sous-cutanée & 20 souris blanches (0 c. c. 5 
d’émulsion 1/100 de notre virus fillré sur toile et sur du 
papier-filtre). 

Dix-sept souris sont tombées paralysées le troisiéme jour, 2 le 
quatriéme et/ le septiéme. La durée des paralysies avant la mort 
a varié entre deux et trois jours. L’examen anatomo-patholo- 
gique du cerveau nous a montré de nombreux foyers d’infil- 
trations avec des lymphocytes et des hémorragies. Absence 
totale de corps de Negri. 


IyocuLaTION DU VIRUS A DES cHIENS. — Des chiens trépanés 
avec ce virus (0c. c. 3 de dilution 1/100), en tout 12 passages, 
ont présenté dés le second jour, d’autres le troisisme, une 
légére parésie, une respiration fréquente. Le quatriéme jour, 
les chiens injectés par voie intracérébrale présentaient des con- 
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vulsions, une tendance & mordre, mangeant la paille de leurs 
cages, et tombant ensuite sur le flanc avec une paralysie com- 
pléte. Dans cet état, ’animal peut encore vivre deux & trois 
jours. L’examen histo-pathologique des cerveaux a permis de 
constater de nombreuses infiltrations et hémorragies. Chez /e 
hurtieme chien de passage, on a pu trouver, avec une grande 
attention, de trés rares corps de Negri dans la région de la corne 
d’Ammon, a l’intérieur des grandes cellules. Ces corpuscules 
sont nettement oxyphiles et un peu allongés. 


INocULATION DU ViRUS A DES OISEAUX. — On a fait une injection 
intra-cérébrale (0 c. c. 1 de dilution 1/100) a3 jeunes coqs. Tous 
sont tombés paralysés, l’un le seiziéme jour, l’autre le dix-sep- 
tiéme, et le dernier le dix-neuviéme jour de linoculation du 
virus. La durée des paralysies totales a été fort courte. Au 
début de la paralysie totale, le cog tombe sur le flanc, la mort 
survient en un ou deux jours. Dés le huitiéme jour de Vinocu- 
lation du virus, les trois cogs présentaient une légére titubation 
et des crises d’excitation qui leur faisaient frapper du bec les 
parois de la cage. Puis, survenaient des périodes d’accalmie 
pendant lesquelles le coq semblait tranquille jusqu’a l’appa- 
rition de nouvelles crises d’excitation. 

Les coupes faites dans le cerveau de ces oiseaux nous ont 
montré de nombreux foyers dinfiltration, des hémorragies et 
de rares corps de Negri dans les cellules nerveuses, typiques 
et nettement oxyphiles. 

Habituellement, la rage présente chez les cogs une incubation 
plus longue. Comme nous |’avons remarqué, en expérimentant 
d’autres virus rabiques de rue, la période d’incubation chez le 
cog varie entre six semaines et un an. Le virus rabique peut 
persister longtemps dans le systéme nerveux du coq, la maladie 
étant susceptible de guérir, comme cela résulte également des 
expériences faites par Remlinger et Bailly. Notre virus présente 
une courte incubation de seize, dix-sept et dix-neuf jours avec 
formation de vorps de Negri. 

Dans toutes ces recherches expérimentales, nous avons fait 
des ensemencements sur des milieux aérobies et anaérobies, du 
cerveau et du ceeur, et ils sont restés constamment stériles. 
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Erube DE L’ACTION VIRULICIDE CROISEE. 


Deux lapins ont été immunisés au moyen du virus rabique fixe 
de I'Institut D’. V. Babés, 2 lapins et 2 chiens au moyen du 
virus que nous désirions identifier, et que nous désignerons 
dans le tableau virus loup X. 

Deux autres lapins ont recu du virus de rue (chien), et 
2 chiens du virus rabique fixe-chien, que nous possédons actuel- 
lement & l'Institut Dt. V. Babés, et qui compte jusqu’a main- 
tenant 90 passages par des chiens. 

L’immunisation des animaux a été faite par des inoculations 
sous-cutanées du vaccin respectif des virus indiqués plus hsut, 
pendant vingt-quatre jours. Quinze jours aprés la derniére 
vaccination, on a récoltéle sérum sanguin nécessaire aux essais 
de neutralisation. ' 

Le sérum sanguin des animaux immunisés a été mis en 
contact avec le virus respectif dans diverses proportions, 
pendant vingt-quatre heures ala température de la chambre. 
Les résultats de cet essai sont résumés dans le tableau de la 
page suivante. 


ETuDE DE L’ACTION DE LA DILUTION. 


Jusqu’aux constatations faites par Remlinger et Bailly 
(Bulletin de UInstitut Pasteur, n° 6, 1931) sur Vaction des 
dilutions, on admettait comme un axiome, cité partout, que la 
dilution & 1/5.000 de virus rabique fixe n’est pas toujours 
mortelle pour le lapin, et que la dilution 4 1/10.000 ne Jest 
jamais (c’est le fondement de la méthode des dilutions de 
Hogies). 

Fermi est d’avis que la dose minima virulente est & peu prés 
la méme pour le virus fixe et pour le virus de rue: 1/50.000. 
De méme, avec les dilutions trés étendues de virus fixe 
(1/10.000 & 1/60.000), Fermi a observé une augmentation de 
la durée de l'incubation. 

Par contre, Nitsch a fait remarquer qu'une différence de 
1.000, et méme de 10.000 entre les quantités de virus injecté, 
n’exercail aucune influence nette, ni sur la période d’incu- 
bation de la maladie, ni sur |’issue mortelle. 


VIRUS RABIQUE DE RUE A VIRULENCE RENFORCEE 4A 
ESE LET NS SEL RESTS MET EOE ESE ERE EEG NEE BT ISHAM OS SME ERE RIESE, 


DANS QUELLES 
PROPORTIONS DE 


GENRE MELANGE DU SERUM SANGUIN 


d’animal | IMMUNISE AVEC des animaux LA DILUTION DU SERUM 
: f ; ' SE PRODUIT 
immunisé immunisés avec le virus LA NEUTRALISATION 
Lapin. |Virus rabique|{. Virus fixe (lapin). 1/5, maximum 1/10. 
fixe (lapin). |2. Virus de rue (chien). |1/2, maximum 1/5. 
3. Virus loup X. Maximum 1/2, mais les 


lapins sont paralysés 
avec une incubation 
; de 3 a 6 jours. 
Virus herpétique [encé-|N’est pas neutralisé. 
phalitique] (4). 


= 


Lapin. {Virus loup X. 


i. Virus loup X. Maximum 4/2. 
2. Virus rabique de rue|Maximum 1/5. 
(chien). 
3. Virus rabique fixe (lapin).|Maximum 1/10. 
4. Virus herpétique (encé-|N’est pas neutralisé. 
phalitique). 
Chien. |Virus loup X./t. Virus loup X. 1/5, maximum 1/10. 
2. Virus rabique de rue}i/20. 
(chien). 
3. Virus rabique fixe (lapin).}1/40. 
4. Virus herpétique (encé-|N’est pas neutralisé. 
phalitique). 
Chien. Virus fixe /41. Virus loup X. 1/410. 
(chien). 2. Virus rabique de rue|/Maximum 1/150. 
(chien). 
3. Virus fixe (lapin). Maximum 1/150. 
4. Virus fixe (chien). Maximum 141/150, 
5. Virus herpétique (encé-|N’est pas neutralisé. 
phalitique). 
Lapin. Virus {. Virus loup X. VAC 
rabique de rue|2. Virus rabique de rue|/Maximum 1/50. 
(chien). (chien). 
3. Virus fixe (lapin). 4/10. 
4, Virus herpétique (encé-|N’est pas neutralisé. 
phalitique). 


Remlinger et Bailly sont arrivés & des conclusions trés inté- 
ressantes, en montrant que certaines sources de virus rabique 
peuvent étre virulentes en grandes dilutions. Ainsi, dans une 
expérience, ils ont pu obtenir chez le lapin un résultat positif 
avec une dilution & 1/500.000 du virus fixe de l'Institut Pasteur 
de Tanger (1/2 cent. cube dans le cerveau). 

(1) Je tiens 4 remercier, 4 cette occasion et par cette voie, M.le Dr Nicolau, 


de l'Institut Pasteur (Paris), qui a bien voulu, dans sa grande amabilité, 
m’envoyer le virus herpétique (encéphalitique) récolté par lai-méme. 
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Dans nos expériences, nous avons employé des lapins de 
méme age et de méme poids (1 kilogr. 800). L’inoculation intra- 
cérébrale. a toujours été faite dans la méme région, et le 
liquide injecté a été poussé avec la méme force de projection 
et en quantité égale. L’émulsion cérébrale de virus a été faite 
le plus finement possible et a été filtrée tout d’abord sur une 
toile et ensuite A travers deux feuilles de papier-filtre. 

Les lapins inoculés par voie intracérébrale 1/2 cent. cube 
de la dilution 1/100 sont tombés paralysés le troisitme jour, 
ceux qui ont recu la dilution 1/100 le quatriéme jour, de la 
dilution 1/10.000 le sixigme jour, de la dilution 1/100.000 
le sixiéme jour, de la dilution 1/300.000 ont résisté, de la 
dilution 1/400.000 sont tombés paralysés le sixiéme jour, de 
la dilution 1/500 000 le sixiéme jour, de la dilution 1/600.000 
ont résisté, ainsi que ceux ayant recu de la dilution 1/700.000. 

A partir de la dilution 1/600.000, on n’obtient que des résul- 
tats négatifs. En dehors de la solution de continuité (« trous », 
selon l’expression employée par Remlinger et Bailly) observée 
dans notre cas pour la dilution 1/300.000, le virus étudié peut 
étre virulent pour des lapins 4 la dose de 1/2 cent. cube dans 
le cerveau jusqu’a la dilution 1/500.000. 

En méme temps, d’autres expériences m’ont permis de cons- 
tater que le virus fixe de l’Institut D" V. Babés, de Bucarest, 
est virulent pour des lapins & la dose de 1/2 cent. cube dans 
le cerveau jusqu’a la dilution maxima de 1/150.000. 


CONCLUSIONS. 


Il résulte de ces recherches que le virus étudié présente les 
caractéres nets du virus rabique de rue renforcé, avec une 
particularité trés intéressante, celle de la fixité dés le début 
de la période d’incubation. 

Inoculé par voie intracérébrale, le virus a eu une incubation 
fixe de trois jours chez le lapin dans les 19 passages, & partir 
de la premiére inoculation. 

Inoculé aux cobayes par voie intracérébrale, le virus a, dés le 
début, une incubation fixe de deux jours. Ila été fait 18 passages. 

Chez les souris, le virus est toujours pathogéne inoculé par 
voie sous-cutanée 0c. c. 5 de dilution 1/100. 
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Les chiens présentent une incubation fixe de quatre jours 
pour l’inoculation intracérébrale, et 3 jeunes coqs, inoculés 
par voie intracérébrale, succombent paralysés le sciziéme, le 
dix-septi¢me et le dix-neuviéme jour. 

On n’a trouvé de corps de Negri que chez les chiens de pas- 
sage et chez les cogs. 

L’étude de l’action virulicide croisée nous a permis de cons- 
tater que notre virus de loup est neutralisé par les sérums 
antirabiques préparés expérimentalement et, d’autre part, les 
virus rabiques sont neutralisés par les sérums préparés par 
immunisation des animaux avec le virus loup que nous avons 
étudié. 

L’étude de ]’action de la dilution nous a montré que ce virus 
peut étre virulent lorsqu’il est inoculé par voie intracérébrale 
chez des lapins, méme en dilution & 1/500.000. 

L’étude détaillée desemblables virus présente une impor- 
tance particuliére. Tout d’abord elle nous donne la possibilité 
d’un diagnostic certain sur la nature du virus, et en second 
lieu elle nous explique en partie certains échecs du traitement 
antirabique, qui peuvent étre attribués 4 ces virus renforcés. 

Le virus étudié, semblable au virus de Koritschoner, nous 
met encore en présence de faits qui méritent d’étre précisés, 
a savoir qu’il existe dans la nature des virus rabiques de rue 
renforcés qui ont certains caractéres du virus rabique fixe, une 
incubation fixe et, dans notre cas, une des plus courtes connues 
jusqu’a l’heure actuelle. 


(Institut D® V. Babes, 
_ Directeur: M. le Professeur D' G. Proca, Bucarest.) 
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MODIFICATIONS SANGUINES 
PROVOQUEES /W V//V0 CHEZ LE CHIEN 
PAR LE VENIN DE LACHES/S ATROX, 


par J. VELLARD et M. MIGUELOTE-VIANNA. 


L’action des venins ophidiques sur les différents éléments du 
plasma sanguin a été surtout étudiée in vitro; de nombreux tra- 
vaux ont été ainsi publiés sur les propriétés coagulantes, anti- 
coagulantes, hémolytiques, anti-complémentaires des venins ; 
bien des points ont cependant encore besoin d’étre approfondis. 

Les observations im vivo sont également nombreuses, mais 
eénéralement trés incomplétes, se limitant dans la plupart des 
cas & noter l'état du sang coagulé ow non, dans les vaisseaux, 
les hémorragies existantes ou l’aspect plus ou moins laqué du 
sérum. Parmi les travaux récents sur ce sujet, il faut citer le 
mémoire de Houssay, Negreti et Sordelli, et une petite note 
intéressante de Rossignoli quia vérifié a la suite de l’injection 
de venin de Lachesis la diminution du fibrinogéne réduit au 1/4 
du taux initial, l’augmentation de la fraction précipitable avec 
les globulines, l’augmentation de l’azote non protéique et la 
diminution de la fraction précipitable avec les albumines. 

Continuant nos études sur les venins, nous étudierons dans 
ce travail l’action 1 vivo chez le chien du venin de Lachesis 
atroz, espece largement répandue dans |’Amérique tropicale. 

Le venin de Lachesis atroz présente au plus haut degré les 
propriétés générales des venins de Lachesvs. In vitro, il coagule 
fortement le plasma sanguin (Ces Annales, 42, avril 1928, 
p- 403), posséde une action protéolylique intense, détruit le 
complément (Archivos Brasileiros de Medicina, n* 4 et 5, 
avril 1931) et, en présence de sérum normal, hémolyse les glo- 
bules sanguins (Revista Medico-Cirurgica do Brazil, n° 3, 
année 1931). 

In vivo, son action n’a pas fait l'objet d’étude particuliére. Il 
se comporte comme les autres venins de Lachesis, déterminant 
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un vaste cdéme hémorragique local, des hémorragies généra- 
lisées par les muqueuses : hémorragies gingivales, conjoncti- 
vales, épistaxis, hématéméses, hémorragies rectales, urines 
sanguinolentes, etc.... A l’autopsie le sang est fluide; quelques 
auteurs ont cependant signalé avec d’autres venins de Lachesis 
la possibilité de trouver le sang coagulé dans les vaisseaux A 
la suite de l’injection de doses massives, attribuant dans ce cas 
la mort trés rapide & des thromboses plus ou moins étendues, 
ou méme & une coagulation intravasculaire générale du sang 
sous l'influence de l’action coagulante du venin. L’action in 
vivo sur le complément n’a été signalée que par Yamaguli a 
propos d’une espéce du Japon voisine des Lachesis, le Tramere- 
surus flavo-viridis ; aprés une injection intrapéritonéale de ce 
venin, le complément disparaissait du sang circulant chez le 
cobaye. 


Trecunigur. — Le chien, par suite de sa plus grande taille, a 
été choisi dans nos recherches comme animal d’expérience. Nos 
expériences ont porté sur 34 animaux divisés en trois groupes. 
Dans une premiére série, nous avons étudié l’action des injec- 
tions sous-cutanées et intramusculaires; dans une seconde 
série, celle des injections intraveineuses. Dans les deux cas, 
nous avons comparé l’action des doses faibles et celle de doses. 
massives de venin. Les doses employées par voie veineuse ont 
varié de 0 milligr. 8 & 50 milligrammes par animal, soit de 
0 milligr. 05 & 5 milligrammes par kilogramme; par voie 
sous-cutanée ou intramusculaire, elles ont varié de 20 4 50 mil- 
ligrammes par animal, soit 1 milligr. 5 4 10 milligrammes par 
kilogramme. 

Enfin, dans une troisiéme série, nous avons étudié l’action 
de doses trés faibles et répétées de venin. 

Les animaux étaient saignés par ponction cardiaque une pre- 
mitre fois avant l’injection du venin; les saignées étaient 
ensuite répétées a des intervalles variables. Le sérum était 
obtenu en laissant coaguler le sang & la température ambiante; 
lorsque le sang était spontanément incoagulable, il était cen- 
trifugé & grande vitesse afin de séparer le liquide sanguin. Le 
plasma était fluoré 4 3 p. 1.000. Pour faciliter l'exposition des 
résultats, nous avons résolu de continuer A appeler sérum le 
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liquide obtenu aprés centrifugation mécanique du sang incoa- 
gulable, réservant toujours le nom de plasma au sang fluoré et 
centrifugé. 


MopIFicatION DE LA COAGULATION sANGUINE. — Les modifications 
de la coagulation sanguine ont été éludiées sous les aspects 
suivants : a) modification de la coagulabilité du plasma (alté- 
ration du fibrinogéne); 4) pouvoir coagulant du sérum (altéra- 
tion de Ja thrombine) ; ¢) pouvoir anticoagulant du sérum et 
du plasma (recherche des anti-thrombines) ; d) recherche du 
venin libre dans le sang circulant. 

La technique employée est celle que nous avons décrite & 
propos de nos recherches sur la fiévre jaune (C. R. Soc. de 
Biol., 101, 952, 1929). La coagulabilité du plasma était estimée 
d’aprés la dose du sérum étalon de cheval nécessaire pour coa- 
guler en une heure 4 cent. cube de ce plasma fluoré; le pouvoir 
coagulant du sérum était mesuré d’aprés la dose de ce sérum 
nécessaire pour coaguler en une heure 1 cent. cube de plasma 
étalon de cheval. La dose de sérum ou de plasma & étudier, 
capable d’empécher en une heure la coagulation de 1 cent. cube de 
plasma étalon par une dose fixe de sérum étalon de cheval, indi- 
guait le pouvoir anticoagulant du sérum du plasma & étudier. 

Les signes suivants ont été adoptés pour noter les résultats : 

— Absence de coagulation; 

+ Début de coagulation caractérisée par la présence d’un 
léger flocon de fibrine; 

++ Coagulation partielle, caillot mou, se fragmentant en 
retournant le tube; 

+++ Caillot dur, glissant le long des parois du tube sans se 
fragmenter ; 

++t+4 Caillot dur ne se détachant pas du fond du tube. 


MopiFIcaTION DES PROPRIETES HGMOLYTIQUES. — Le sérum de 
chien contient normalement des hémolysines naturelles pour 
les globules de mouton. Nous avons recherché : 

a) les modifications de ce pouvoir hémolytique du sérum 
frais de chien sur les globules de mouton non sensibilis 4s ; 

b) le pouvoir hémolytique de ce méme sérum inactivé & 58° 
au bain-marie pendant quinze minutes; 
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c) action du sérum frais sur les globules sensibilisés de 
mouton (modification du comp!ément); 

d) le pouvoir anti-complémentaire du sérum. 

Notation des résultats : — hémolyse totale; +, ++, +++, 
hémolyse partielle, +++-+ hémolyse nulle. 


I. — INJECTIONS SOUS-CUTANEES ET INTRAMUSCULAIRES. 


La dose mortelle de venin de L. atrox pour le chien est assez 
variable, fait commun & tous les venins de Lachesis. Certains 
animaux de grande taille, 10 412 kilogrammes, succombent en 
quelques heures aprés l’injection de t milligr. 5 de venin par 
kilogramme, tandis que d’autres de méme taille ne présentent 
que de légers symptomes. La dose de 3 milligrammes par kilo- 
gramme est généralement mortelle. 

Les symptémes se résument 4un volumineux cedéme local et 
des hémorragies rectales et gingivales, plus rarement nasales, 
accompagnées de salivation abondante et de vomissements. 
Dans les premitres heures, la température s’éléve de 1° 4 1°5, 
puis elle s’abaisse ensuite progressivement jusqu’a la mort. Il 
n’y a pas de paralysie, mais asthénie et torpeur profonde et 
progressive. La mort survient en un temps trés variable suivant 
la dose de venin employé : de deux ou trois heures a trente-six 
ou quarante-huit heures. A l’autopsie se trouve un cedéme local 
considérable; les tissus voisins du point d’injection sont infil- 
trés de sang. En plus des hémorragies nasales, gingivales, rec- 
tales, on note une congestion intense du tube digestif accom- 
pagnée de foyers hémorragiques surtout nombreux au voisinage 
du pylore et de la valvule iléo-cecale. Le foie et la rate saignent 
abondamment a la coupe ; les reins sont congestionnés; les pou- 
mons et le coeur sont généralement normaux. Le sang est fluide 
dans tous les vaisseaux, ne se coagulant pas au contact des 
lissus. La plévre et le péritoine contiennent souvent de grands 
épanchements de sang fluide. 


Movirications DE LA COAGULATION SANGUINE. — Apres linjec- 
tion de doses de 2 & 5 milligrammes par kilogramme, le sang 
obtenu par ponction cardiaque se coagule normalement pen- 
dantles trente premiéres minutes; dans les trente minutes sui- 
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vantes le caillot est mou, se fragmente, et finit par se redis- 
soudre en un temps plus ou moins long. Apres la premiére 
heure, le sang ne se coagule plus; il est pais, poisseux et le 
plasma se sépare difficilement par centrifugation. Quand les 
animaux ne succombent pas, le sang recommence a coaguler une 
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Course J. — Chien XXIII. Injection : 50 milligrammes de venin de Lachesis 


atrox par voie sous-cutanée. 


vingtaine d’heures aprés linjection des doses indiquées de 
venin. 


CoaGULABILITe DU PLASMA. — La coagulabilité du plasma 
fluoré par le sérum étalon (0 c. c. 5) est déja diminuée de moitié 
trente minutes apres Vinjection; elle est presque totalement 
abolie en une heure; quatre-vingt-dix minutes aprés l’injection, 
le plasma fluoré ne peut plus étre coagulé, par le sérum étalon, 
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quelle que soit la dose employée de ce dernier. La courbe de la 
coagulabilité du plasma par un venin coagulant, soitde L. atroz, 
soit de C. terrificus, accompagne Ja courbe de la coagulabilité 
par le sérum étalon. 


Povuvoin COAGULANT DES séruMs. — Le pouvoir coagulant des 
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Coorse II. — Chien XXIV. Injection : 20 milligrammes de venin de Lachesis 
atrox par voie sous-cutanée. 


sérums diminue un peu plus lentement; fortement atténué 
trente minutes aprés l’injection, il peut encore exister faible- 
ment soixante et quatre-vingt-dix minutes aprés le début de 
lexpérience. I] devient nul & la deuxiéme heure. 


Pouvomr anticoacuLant. — Le pouvoir anticoagulant des 
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sérums apparait trente minutes apres l’injection; il s’accentue 
progressivement jusyu’a la mort sans jamais étre trés accentué 
et empécher totalement la coagulation du plasma étalon par le 
sérum étalon (+++ en soixante minutes). 

Le pouvoir anticoagulant du plasma est beaucoup plus accusé. 
Avant injection, le plasma normal de chien, beaucoup plus coa- 
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Course III. — Chien XXIV. Injection : 20 milligrammes de venin de Lachesis 
atrox par yoie sous-cutanée. , Lémoin; =ee, ire saignée (avant 
Vinjection); - , 2° saignée (trente secondes aprés l'injection); —.—, 
3° saignée (une heure aprés l’injection); ++++, 4¢ saignée (deux heures 
aprés l’injection); , 5° saignée (trois heures trente aprés l’injection). 

Pouvoir anticoagulant du sérum (4 cent. cube). 


gulable que celui de cheval, accélére énormément la coagulation. 

Trente minutes aprés l’injection, il occasionne déja un retard 

considérable. Ce pouvoir anticoagulant s’accentue par la suite; 
Annales de l'Institut Pasteur, t. XLIX, n° 4, 1932. 29 
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wois heures aprés l'injection, le plasma d’un chien ayant recu 
20 milligrammes de venin (2 milligrammes par kilogramme) 
empéchait a peu préscomplétementl’action coagulantede0c.c. 5 
de sérum étalon sur 1 cent. cube de plasma étalon. 
L’expérience suivante suffit pour démontrer ces faits : 
Chien XXIV : poids: 9.200 grammes. Injection sous-cutanée 
de 20 milligrammes de venin de L. atrox a la face externe de 
‘la cuisse. Mort en quatre heures. 


Coagulabilité du plasma (1 cent. cube). — Par 0c. c. 5 de 
sérum-étalon : avant l’injection +++ + (en dix minutes) ; 
soixante minutes aprés Vinjection +; cent vingt minutes aprés 
l'injection —; méme résullat négatif jusqu’a la mort, 


Pouvowr anticoagulant du sérum (1 cent. cube). — En pré- 
sence de 0 c. c. 5 de sérum étalon et 1 cent. cube de plasma 
étalon (lecture de quinze en quinze minutes au bain-marie 
a. 31°) 

Avant linjection : +++ en quinze minules;+++- en trente 
minutes. 

Trente minutes aprés linjection : ++ en quinze minutes ; 
+++ en trente minutes;+-+-} en quarante-cing minules ; +++ 
en soixante minutes? 

Soixante minutes aprés l’injection : + en quinze minutes ; 
++-+ en trente minutes ;+-+-+ en quarante-cing minutes; +++ 
en soixante minutes. 

Cent vingl minutes aprés l'injection : — en quinze minutes; 
++ en trente minutes; ++-+ en quarante-cing minutes ; +++ 
en soixante minutes. 

Deux cent dix minutes aprés l’injection (trente minules avant 
la mort) : — en quinze minutes; ++ en trente minutes; ++ en 
quarante-cing minutes; +++ en soixante minutes. 

Témoins : 0c. c. 5 séraum étalon +14 cent. cube plasma 
étalon ; +++ en quinze minutes; -++-++ en trente minutes. 

Pouvowr anticoagulant du plasma. — (1 cent. cube) en pré- 
sence de 0c. c. 5 de sérum étalon et de 1 cent. cube de plasma 
étalon. 

Avant l’injection : +++-+ en quinze minutes. 

Trente minutes aprés l’injection : ++ en quinze minutes; 
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+++ en trente minutes; +++ en quarante-cing minutes; 
+++ en soixante minutes. 

Soixante minutes aprés l’injection : — en quinze minutes; 
+ en trente minutes; + en quarante-cing minutes; + en 
soixante minutes. 

Cent vingt minutes apres l’injection : — en quinze minutes: 
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Course lV. — Chien XXIV. — Injection : 20 milligrammes de venin de Lachesis 
atroxz par voie sous-cutanée. , témoin; ===, ite saignée (avant 
Vinjection); ------- 2° saignée (trente secondes aprés l’injection); —-.—., 


3° saignée (une heure aprés l’injection); +++-+, 4° saignée (deux heures 
aprés injection); , 5°saignée (trois heures trente aprés linjection). 
Pouvow anticoagulant du plasma (0,5 cent. cube). 


+ en trente minutes ; + en quarante-cing minutes ; + en soixante 
minutes. 
Dans les cas non mortels, la coagulabilité du plasma reparait 
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d’abord; le pouvoir anlticomplémentaire disparait ensuite ; 


enfin, le pouvoir coagulant réapparait. 


Action sur c'uémotyse. — Les variations des propriétés 
hémolytiques du sérum des animaux ayant recu une injection 
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Course V. — Chien XII (8 kilogrammes). Injection : 25 milligrammes par voie 
sous-cutanée de venin Lachesis atrox. 


, témoin (globules sensibilisés) ; 
—--——,0c.c.2de globules; — —.—, 0c.c. 6 de globules; ++++4+, 1c.c. 
de globules. 


Elude du pouvoir du sérum. 


de venin de Lachesis ont été étudiées en faisant agir une dose 
fixe de sérum (0c. c. 2 0u 0c. c. 3) sur des quantités variables 
d’une suspension de globules de mouton a 5 p. 100. Dans une 
premiére série d’expériences, ces globules n’étaient pas sensi- 
bilisés; dans une seconde série, ils étaient sensibilisés, au 
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préalable, avec du sérum hémolytique lapin antimouton, 
employé aux doses de 10 etj20 unités hémolytiques pour 4 cent. 
cube de globules. Aussitot aprés injection du venin, le sérum 
de nos chiens a toujours présenté une augmentation trés mar- 
quée du pouvoir hémolytique naturel pour les globules de 
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Course VI. — Chien IX (18 kilogrammes). Injection : 50 milligrammes de 
venin de Lachesis atrox par voie sous-cutanée. , témoin (globules 
sensibles); =——=—, 0 c.c. 2 de globules; —-—, 0 c.c.6 de globules; 


++++, 1 cent. cube de globules. 
Etude du pouvoir hémolytique du sérum. 


mouton; cette augmentation atteignait son maximum entre 
trente et cinquante minutes aprés linjection. (Courbes V et VII, 
chiens IX et V); 0 c. c. 2 de sérum du chien V qui, avant 
injection, n’hémolysaient pas totalement 0 c. c. 2 de globules 
sensibilisés (+ en trente minutes, bain-marie 37°) ont hémo- 
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lysé complétement 0 c. c. 8 des mémes globules quarante-cing 
minutes apres l’injection. Aprés la premiére heure, ce pouvoir 
hémolytique s’abaisse progressivement, tombant au-dessous de 
sa valeur primitive, et devient souvent nul vers la cinquiéme 
ou la sixiéme heure apres l’injection. C’est généralement dans 
cette dernigre phase que succombent les animaux. Quand ils 
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Course VII. — Chien V (9 hilogrammes). Injection : 50 milligrammes de venin 
de Lachesis atrox par voie sous-cutanée. ===——, 0 c.c. de globules; — -—, 
0 c.c. 6 de globules; ++++ 4 cent. cube de globules. 
Etude du pouvoir hémolytique du sérum. 


survivent, le pouvoir hémolytique peut réapparaitre dés la 
sixiéme ou la septiéme heure. (Courbe XII.) 

Le pouvoir hémolytique naturel élevé du sérum frais de 
chien ne permet pas de vérifier le rdle du complément. On 
observe parfois aussitét aprés Vinjection de venin une dimi- 
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nution du pouvoir hémolytique du sérum pour les globules 
sensibilisés (chien XII) ; mais, généralement, la courbe obtenue 
avec les globules sensibilisés accompagne celle des globules 
non sensibilisés. 

Le sérum des chiens injectés avec le venin de L. atroz, 
chauffé pendant quinze minutes 4 58°, perd son activité hémo- 
lytique qu'il ne réeupére pas aprés addition de complément 


Course VIII. — Chien Ill. Injection : 50 milligrammes de venin de Lachesis 
atrox par voie sous-cutanée. Mort : trente et une heures aprés l'injection. 
Unité complémentaire. — Sérum chauffé : quinze minutes Aa 58°; 0,3 de 
sérum (quinze minutes 4 58°)+ 0,5 de globules sensibles + complément. 


frais. L’augmentation considérable du pouvoir hémolytique 
parait done bien due a l’apparition d’hémolysines spéciales, 
thermolabiles, mais indépendantes du complément et iden- 
tiques 4 celles que l’on observe tm vitro en faisant agir le venin 
sur des sérums frais; c’est une véritable hémolyse chimique. 

D’autre part, le pouvoir anticomplémentaire du sérum 
chauffé présente des variations intéressantes. Le sérum normal 
de presque tous les chiens étudiés posséde une aclion anti- 


tr? 
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complémentaire marquée lorsqu’il a été chauffé ponuaas 
quinze minutes & 58°. Dans les premieres minutes aprés l'injec- 

tion, ce pouvoir anticomplémentaire augmente brusquement | 
(chien III), puisil retombe au taux initial pour devenir de nou- 

veau considérable une heure aprés l’injection. Souvent, dans 

cette derniere période, 0 c. c. 2 de sérum chauffé suffisent pour 
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Course IX. — Chien XXII. Injection : 2 milligrammes de venin de Lachesis 
, coagulabilité du plasma (1 cent. cube) 


atrox par voile sous-cutanée. 
+ 41 cent. cube sérum étalon; -——=-—, coagulabilité du plasma (1 cent. cube) 


+ 0 milligr. 01 venin atrox; ++++, pouvoir coagulant du sérum (4 cent. 


cube) + plasina étalon. 
Coagulabilité du plasma et pouvoir coagulant du sérum. 


empécher ’hémolyse de globules sensibilisés en présence de 
2c. ¢. 5 ou 3 cent. cubes de complément frais de cobaye 
au 1/10; cette phase coincide avec la disparition du fibri- 


nogene. 
De ces premitres expériences, nous pouvons conclure que 
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les injections sous-cutanées ou intramusculaires de doses élevées 
de venin L. atrox chez le chien : 

a) altérent tres rapidement le fibrinogéne, rendant le plasma 
incoagulable ; 

6) altérent un peu plus lentement la thrombine ; 

c) font apparaitre dans la circulation des quantités élevées 
d’antithrombine ; 

d) donnent au sérum des propriétés hémolytiques puis- 
santes qui disparaissent dans une phase postérieure ; 

e) augmentent Iégerement au début, |diminuent ensuite et 
augmentent de nouveau de facon considérable le pouvoir anti- 
complémentaire du sérum inactivé au bain-marie & 58° pen- 
dant quinze minutes. 


{I. — IngEcTIONS ENDOVEINEUSES. 


L’action du venin de L. aérox introduit par voie veineuse 
est trés différente de son action par voie sous-cutanée ou intra- 
musculaire. Le méme fait s’observe avec presque tous le 
venins de Lachesis. 

Aussitél aprés l’injection, les animaux présentent des phéno- 
ménes asphyxiques intenses. La mort, avec des doses trés 
faibles, survient souvent en quinze minutes, rarement en plus 
d’une heure; sinon, les animaux se rétablissent rapidement. 
A lautopsie, les lésions pulmonaires sont trés accusées : 
cedéme, congestion intense, nombreux infarctus hémorra- 
giques disséminés et, souvent, de vasles zones complétement 
infiltrées de sang. Lorsque la mort arrive aprés plusieurs 
minutes, on observe une congestion intense de tous les viscéres ; 
le rein est particuligrement atteint; plus rarement, il y a de petits 
infarctus cardiaques ; les hémorragies gingivales, nasales, intes- 
tinales, etc.,n’apparaissent que si la mort ne se produit pas avant 
vingt-cing ou trente minutes. L’edeme pulmonaire est d’autant 
plus accusé que la mort est plus rapide ; les !ésions hémorra- 
giques sont plus marquées quand la mort est plus lente. 

Quand la mort survient en une ou deux minutes, le cceur 
droit, ventricule et oreillette, est rempli de caillots; le sang 
est fluide dans le ceur gauche et la veine cave supérieure, 
mais coagulé dans les jugulaires. Quand la mort ne survient 
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que quatre ou cing minutes aprés l’injection, le sang est entié- 
rement fluide, incoagulable; il n’y a plus que quelques caillots 
peu importants dans l’oreillette droite et plus rarement dans 
le ventricule. Plus la mort est lente, moins ces caillots sont 
abondants; souvent, ils disparaissent. Dans tous les cas, la 
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Course X. — Chien XXII. Injection : 2 milligrammes de venin de Lachesis 
atrox par voie veineuse.:: , témoin (0 c.c. 5 sérum étalon + 1 cent. 
cube plasma étalon; , 1re saignée (avant l’injection); ===, 2° sai- 
gnée (cing minutes aprés l’injection); 77777, 3° saignée (dix minutes aprés 
Pinjection); ~~~, 4¢ saignée (quinze |minutes aprés l’injection); —-—, 
5° saignée (trente minutes aprés l’injection); ++++, 6° saignée (soixante 
minutes aprés l'injection). 

Pouvoir anticoagulant de 0 c.c. 5 de sérum en présence de 1 cent. cube 
de plasma étalon +0 c.c. 5 de sérum étalon. 


mort est due aux nombreuses embolies pulmonaires se pro- 
duisant au moment de V injection. 
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Chez le chien, nous n’avons jamais observé la coagulation 
massive du sang dans les vaisseaux méme en employant des 
doses de venin de 10 milligrammes par kilogramme (50 milli- 
grammes pour un chien de 5.200 grammes). L’action anti- 
coagulante, au contraire, était trés accentuée chez tous nos 
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Course XI. — Chien XXII. Injection : 2 milligrammes de venin Lachesis atrox 
par voie veineuse. , témoin; , ire saignée (avant l’injection); 
——-=--, 2° saignée (cing minutes aprés l’injection); 7777, 3° saignée (dix 
minutes aprés injection); , 4€ saignée (quinze minutes apres Il’injec- 
tion); —_-—, 5° saignée (trente minutes aprés l'injection); ++++, 6° sai- 
gnée (soixante minutes aprés l’injection). 

Pouvoir anticoagulant de 1 cent. cube de plasma en présence de 4 cent 
cube de plasma étalon + 0 c.c. 5 de sérum étalon. 


animaux, méme lorsque la mort survenait quatre-vingt-dix 
secondes apres linjection, délai minimum observé dans nos 


expériences. 
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Par voie veineuse, la dose minima pour le chien est trés 
faible, mais varie dans des limites assez larges suivant les 
individus. Un chien de 12 kilogrammes a pu exceptionnelle- 
ment résister & l’injection de 10 milligrammes de venin dans 
la fémorale. Habituellement, la dose minima mortelle varie 
de 1 a3 milligrammes pour des animaux d’environ 10 kilo- 
grammes, sans qu’il existe de relation trés stricte avec le poids ; 
ce dernier fait s’explique facilement, étant donné le mécanisme 
de la mort par embolies pulmonaires. 

C'est ce que démontre |’expérience suivante : 


Chien XXI. — Poids, 7 kilogrammes; injection dans la veine fémorale de 
40 cent. cubes de solution 41 p. 1.000 de venin de L. atroz. 

Trente secondes: respiration précipilée, soufflante; l’animal tombe brus- 
quement sur le cété. Quarante-cing secondes : bradypnée considérable ; 
mouvements respiratoires presque nuls; bradycardie et arythmie. Quatre- 
vyingt-dix secondes: apnée, bradycardie, crises de contractions généralisées. 
Cent vingt secondes: quelques rares mouvements respiratoires de faible 
amplitude. Trois minutes: mouvements respiratoires profonds et espacés. 
Quatre minutes: la respiration s'accélére, tachycardie légére avec arythmie ; 
l'animal est complétement inerte. Huit minutes: la respiration devient préci- 
pitée, bruyante, avec quelques inspirations plus profondes correspondant a 
de courles périodes de tachycardie. Onze minutes : respiration plus lente ; 
les réflexes oculaires disparaissent ; quelques hoquets agoniques. Mort en 
treize minutes. 

A lautopsie : cceur gros et mou; cceur gauche vide de sang; nombreux 
caillots dans loreillette droite ; quelques caillots dans Je ventricule droit. 
OEdéme pulmonaire modéré avec de nombreux infarctus hémorragiques. 


COAGULABILITE pU PLASMA. — La rapidité avec laquelle le 
sang devient incoagulable a la suite des injections de venin 
de Lachesis avait déja été signalée par de nombreux auteurs. 
Dans nos recherches, le sang retiré par ponction cardiaque 
cing minutes aprés l’injection ne se coagulait plus spontané- 
ment; im vitro, des sérums normaux ou des venins coagulants 
le coagulaicnt encore faiblement; dix minutes aprés l’injection, 
il devenait complétement incoagulable. 

Dans les cas non mortels, la coagulabilité du plasma in vitro 
ne réapparait que six ou sept heures aprés l’injection en méme 
temps que le sang redevient spontanément coagulable ; mais 
elle ne redevient normale que vingt-quatre heures environ 
aprés l’injection. 

La courbe de la coagulabilité du plasma par les sérums 
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accompagne encore la courbe de la coagulabilité par les venins 


(chien XXII). 


PouyorrR coaGuLANT bu strum. — Au contraire de ce qui 
s'observe & la suite des injections sous-cutanées ou intramus- 
culaires, le pouvoir coagulant du sérum augmente d’abord de 
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Course XII. — Chien XVII. Injection : 2 milligr. 5 de venin Lachesis atrox par 
voie veineuse. , témoin (globules sensibilisés); —-——,0c¢.c. 2 de 


globules; ====—,0c.c. 6 de globules; ++++, 1 cent. cube de globules; 


—+-—, unité complémentaire (0 c.c. 4 complémentaire + sérum chauffé 
quinze minutes a 58°). 


Etude du pouvoir hémolytique. 


facon notable aprés les injections endoveineuses (cing minutes 
chez le chien XXII); elle s’abaisse ensuite lentement (aprés 
quinze minutes chez le méme animal). Ce résultat est da a la 
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présence du venin dans la circulation. Lorsque le venin a 
complétement disparu du sang circulant, en deux ou trois 
heures en moyenne, le sérum se trouve dépourvu de toute 
action coagulante. 


Pouvorrk ANTICOAGULANT DU séRUM. — La présence de venin 
libre dans la circulation trouble encore, en partie, cetle 
recherche. Pendant les quinze premiéres minutes aprés l’injec- 
tion, le sérum se montre fortement coagulant. Aprés cette 
premiére phase, 4 mesure que le venin disparait de la circula- 
tion, le pouvoir anticoagulant apparait et augmente progressi- 
vement (chien XXII). 


Pouvoirk ANTICOAGULANT DU PLASMA. — Comme nous l’avons 
déja signalé & propos de l'injection sous-cutanée ou intra- 
musculaire, les propriétés anticoagulantes du plasma sont plus 
marquées que celles du sérum. Pendant les premiéres minutes 
la présence de venin libre dans la circulation rend cette 
action peu nette, mais dés la fin de la premiére heure, le 


pouvoir anticoagulant du plasma s’accentue rapidement 
(chien XII). 


PovvoirR H&MOLYTIQUE DU séRUM. — Les variations du pouvoir 
hémolytique du sérum sont fort intéressantes et plus complexes 
qu’aprés les injections sous-cutanées. De suite aprés l'injection 
et coincidant avec la disparition du fibrinogéne, on observe 
une diminution considérable du pouvoir hémolytique du 
sérum, pour les globules normaux de mouton, et pour les 
globules sensibilisés de cet animal : 0c.c.2dusérum d'un 
chien qui hémolysaient complétement en trente minutes 
(bain-marie 4 37°) 0 c. c. 6 d'une suspension & 5 p. 100 de 
globules non sensibilisés, ne provoquent plus dans les mémes 
conditions qu’une légére trace d’hémolyse avec 0c. c. 2 des 
mémes globules cing minutes aprés l’injection (chiens XVII 
et XVIII). Le pouvoir hémolytique se reléve ensuite et devient, 
aprés la premiére heure, supérieur au pouvoir hémolytique 
naturel du sérum avant l’injection : la méme dose de sérum du 
chien XVII, qui n’hémolysait alors complétement que 0c. c. 6 
de globules non sensibilisés, sont capables d’hémolyser tota- 
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lement dans les mémes conditions 1 cent. cube et 1c. c. 5 des 
mémes globules (chiens X VII-X VIII). 

La deuxiéme phase, pendant laquelle le pouvoir hémoly- 
lique est trés accusé, dure de cinq & six heures. Le sérum perd 
ensuite de nouveau en partie ou totalement son pouvoir hémo- 
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Course XIII. — Chien XVIII (13.700 grammes). Injection : 2 milligrammes de 
venin de Lachesis alrox par voie veineuse (fémorale) , témoin 
(0 c.c. 2 globules sensibles par 5 U. H.); —-—, 0 ¢.c. 2 de globules non 
sensibilisés; -==—-=—, 0 c.c. 6 de globules non sensibilisés; ++-++, 1 cent. 
cube de globules non sensibilisés; — + —, unité complémentaire (0 c.c. de 


complément). 
Etude du pouvoir hémolytique.§ 


lytique; cette troisiéme phase débute un peu aprés la dispari- 
tion du venin dans le sang circulant (chien X VII) 


Le sérum ne commence ensuite & récupérer ses propriétés 
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hémolytiques que vingt-quatre heures aprés linjection; il est 
eénéralement revenu & la normale en quarante-huit heures. 

La courbe obtenue avec des globules sensibilisés correspond 
encore & celle obtenue avec les mémes globules non sensibi- 
lisés. 


Pouvorrk ANTICOMPLEMENTAIRE DU séRUM. — Les modifications 
du pouvoir anticomplémentaire du sérum sont exactement 
‘inverse de celles du pouvoir hémolytique. On observe succes- 
sivement une premiere phase, de peu de durée, pendant 
laquelle le pouvoir anticomplémentaire du sérum est aug- 
menté ; celui-ci diminue ensuite considérablement pour s’élever 
de nouveau quelques heures aprés l’injection. 

En résumé, les modifications sanguines, consécutives a |’in- 
jection endoveineuse de venin Lachests atrox, consiste en : 

a) altération trés rapide du fibrinogéne (cing minutes) qui 
ne reparait que cing & six heures plus tard; 

6) augmentation du pouvoir coagulant du sérum par suite 
de la présence du venin dans le sang circulant; puis baisse 
progressive de ce pouvoir coagulant & mesure que le venin 
disparait de la circulation; 

c) apparition d’antithrombines ; 

d) chute iniliale du pouvoir hémolytique du sérum, suivie 
d’un relévement temporaire au-dessus du taux initial, puis 
d’une nouvelle chute tardive et prolongée; 

e) augmentation, puis diminution du pouvoir complémen- 
taire, suivie d’une nouvelle augmentation. 


% 


[I]. — Insecrions RePETEES DE PETITES DOSES PAR VOIE VEINEUSE. 


Un animal ayant regu par voie veineuse une petite dose de 
venin ne provoquant que de Jégers symptdmes peut ensuite 
recevoir successivement & des intervalles rapprochés plusieurs 
doses équivalentes sans présenter d’accidents. Le total du venin 
ainsi injecté en quelques heures peut ¢tre 5 ou 10 fois supé- 
rieur & la dose qui serait mortelle lors d'une premiere injection; 
chacune de ces derniéres injections peut méme étre supérieure 
a celte dose mortelle primitive. 

L’explication de ces faits, déja signalés par Arthus, est fort 


MODIFICATIONS SANGUINES PAR LE VENIN DE LACHESIS ATROX 467 


simple: dés les premiéres injections, le sang devient incoagu- 
lable par suite de la destruction du fibrinogene; les embolies 
pulmonaires, cause unique de la mort dans les conditions 
ordinaires & Ja suite des injections endoveineuses, ne peuvent 
plus se produire et la dose minima mortelle par cette voie 
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Course XIV. — Chien XV. Injection endoveineuse répétée de venin de Lachesis 
alrox. , témoin (globules sensibilisés); —-=--—, 0 c.c. 2 de globules; 
++++, 0c.c.4de globules; , 0 ¢.¢. 6 de globules; ——- =; 0 cxcide 
globules. 


Elude du pouvoir hémolytique. 


devient égale &la dose minima mortelle par voie sous-culanée, 
c’est-a-dire 20 a 30 fois plus forte. 

L’expérience suivante illustre bien cetle thése : chien XV; 
poids 16 kilogr. 700. Regoit & des intervalles de trente minutes 


cing injections de 0 milligr. 5 chacune de venin de L. atrox 
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par voie veineuse. Aprés la premiére injection, les doses de 
venin sont portées & 1 milligramme et les intervalles a une 
heure. Chaque injection est précédée d’une ponction cardiaque 
de 30 cent. cubes. Mort aprés la dixiéme saignée. Total du venin 
recu : 7 millig. 5. 

Coagulation. — Les troubles de la coagulation sanguine sont 
identiques & ceux obseryés aprés une injection endoveineuse 
unique. Aprés la premiere injection, la coagulabilité du plasma 
est diminuée (trente minutes); elle disparait complétement 
aprés la deuxieme injection. Le pouvoir coagulant du sérum, 
comme il fallait s’y attendre, augmente et se maintient a peu 
pres au méme taux jusqu’a la mort par suite de la présence 
constante du venin dans la circulation. Les antithrombines 
n’ont pas pu ainsi ¢tre recherchées. 

Hémolyse. — Le pouvoir hémolytique du sérum, pour les 
elobules non sensibilisés, s’abaisse fortement trente minutes 
aprés l’injection. Cette chute est beaucoup plus durable que 
celle observée aprés une injection endoveineuse unique; au 
lieu de se relever presque de suite, le pouvoir hémolytique 
du sérum a continué a s’abaisser jusqu’au moment ow il a 
disparu presque complétement aprés la troisiéme injection. 
Aprés la cinquiéme injection de 0 millig. 5 de venin, il com- 
mencait a réapparaitre, mais la dose de venin ayant été dou- 
blée, ilestretombé de nouveau pour se relever apres la septiéme 
injection; aprés la huitiéme, il était devenu supérieur & ce quil 
était avant lexpérience. La mort est survenue & ce moment. 

Dans l’ensemble on peut conclure que, malgré certaines par- 
ticularités, les modifications sanguines provoquées par les 
injections endoveineuses répétées & petites doses infra-mor- 
telles de venin de L. atrox sont comparables & celles observées 
a la suile d’une dose massive injectée par cette voie. 


DiscussioN DES RESULTATS 6 


La diminution d’abord et ensuite la disparition de la coagu- 
labilité du plasma a la suite de injection du venin de L. atrox. 
quelle que soit la voie employée, ne peuvent étre attribuées 
qu’a Valtération profonde du fibrinogéne par les protéases du 
venin. 
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Cette diminution de la coagulabilité est complétement indé- 
pendante de la courbe des antithrombines; elle précéde lappa- 
rition de ces derniéres et disparait également avant elles. De 
plus le sang devient incoagulable zn vitro, quel que soit l’agent 
coagulant employé, thrombine d’un sérum ou venin coagulant 
agissant comme une thrombine; il existe d’ailleurs pendant 
deux ou trois heures aprés les injections endoveineuses des 
quanlités notables de venin libre dans la circulation. Et surtout 
les antithrombines sont spécifiques; nous avons montré par 
exemple que dans la fiévre jaune, ot les altérations du fibrino- 
géne sont relativement faibles, il est presque toujours possible 
de coaguler le plasma malgré la présence de quantités élevées 
d’antithrombines. 

Rossignoli a d’ailleurs vérifié directement cette diminution 
trés rapide du fibrinogéne aprés les injections de venin de divers 
Lachesis. 

In vitro, on observe des phénoménes analogues en faisant 
agir le venin sur un plasma fluoré; cette réaction présente le 
méme caractére de rapidilé ': 4 milligramme de venin rend 
complétement incoagulable 1 4 2 cent. cubes de plasma sans 
provoquer une phase initiale de coagulation. Les doses néces- 
saires pour produire ce résultat in vitro sont relativement beau- 
coup plus fortes; 0 milligr. 1 n’exerce qu'une faible action 
protéolytique sur 1 cent. cube de plasma. Cette différence 
s explique par le fait que zn vivo le venin, qui ne disparait pas 
immédiatement de la circulation, agit comme un catalyseur 
et peut détruire ainsi une grande partie du fibrinogéne san- 
guin, 

La diminution du pouvoir coagulant du sérum est due & une 
action directe du venin sur les éléments constitutifs de la 
thrombine. Les injections sous-cutanées de venin provoquent 
la chute rapide du pouvoir coagulant du sérum, accompagnant 
de fort pres la diminution du fibrinogéne; quelquefois elle est 
cependant un peu lente. Aprés les injections sous-cutanées, 
cette diminution du pouvoir coagulant est beaucoup plus tar- 
dive, ne survenant qu’aprés une premiére phase pendant 
laquelle le sérum se montre plus fortement coagulant qu’avant 
l'injection par suite de la présence de venin coagulant dans la 
circulation. Dans l'un et l'autre cas, la diminution du pouvoir 
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coagulant du sérum est indépendante de l’apparition des anti- 
thrombines; elle est beaucoup plus rapide et plus accentuée, 
surtout aprés les injections endoveineuses. 

In vitro, Vaction du venin de L. atrox sur la thrombine est 
facile & mettre en évidence mettant le venin en présence d’un 
sérum coagulant; en neutralisant par une heure de contact le 
venin par des antitoxines spécifiques, on vérifie que le sérum a 
perdu toute action coagulante sur un plasma fluoré. Cette 
action de venin est encore due en grande partie a une protéase 
agissant non seulement sur la thrombine du sérum, mais 
encore sur le sérozyme. En plus de cette premiére action, 
presque tous les venins ophidiques possédent également la pro- 
priété de détruire le cytozyme. 

La présence de grandes quantités d’antithrombines dans le 
sang des animaux intoxiqués avee le venin de Lachesis atrox 
est un fait indiscutable. Elles apparaissent un peu aprés la dis- 
parilion de la coagulation spontanée du sang, c est-a-dire aprés 
la disparition du fibrinogéne, et persistent longtemps. On peut 
encore les mettre en évidence vingt-quatre heures aprés 
Vinjection, quand le sang coagule déjé spontanément depuis 
dix ou douze henres, bien que le caillot formé soit toujours mou 
et friable. Elles sont plus abondantes aprés l’injection sous- 
cutanée ou intramusculaire, ce qui s’explique par la dose de 
venin beaucoup plus forte recue par les animaux. Leur appari- 
tion doit étre provoquée par une action directe du venin sur la 
cellule hépatique. 

L’action du venin sur les propriétés hémolytiques du sérum 
est tres complexe. Dans d'autres travaux nous avons étudié en 
détail cette action 7m vuro. En résumé, les venins de Lachesis 
mis en présence d'un sérum normal peuvent lui communiquer 
des propriétés hémolytiques puissantes en activant les phos- 
phatides du sérum; ou, au contraire, détruire ses propriétés 
hémolytiques naturelles en détruisant le complément, et le 
rendre ensuite anti-complémentaire. Ces deux actions opposées 
se produisent souvent successivement avec un méme sérum, 
suivant les conditions expérimentales. La destruction du. com- 
plément est due aux protéases du venin (Archivos Brazileiros 
de Medicina, n® 4 et 5, avril 1931). 


In vivo, en prenant le cas le plus complexe, celui de Vinjec- 
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lion endoveineuse du venin de L. atror, nous avons déja 
observé chez le chien trois phases distinctes aujpoint de vue 
de Phémolyse : 

a) Une premiére phase trés rapide pendant laquelle le 
sérum perd son pouvoir hémolytique naturel, et présente une 
diminution sensibledeson nouvoircomplémentaire (chien X VII). 
Cetle premiere phase, qui correspond & la période de destruction 
du fibrinogéne, nous parail devoir étre attribuée a l’action du 
venin sur le complément naturel du sérum, A une action pro- 
téasique. 

6) Une seconde phase, d’une durée moyenne de quatre a 
six heures dans nos conditions expérimentales, pendant laquelle 
le sérum montre un pouvoir hémolytique supérieur 4 son pou- 
voir hémolytique naturel. Cette seconde phase, qui ne se pro- 
longe que peu de temps aprés la disparition du venin du sang 
circulant, est due a l’activation des phosphatides sanguins par 
le venin. Cette aclivation, comme le démontrent les expé- 
riences in vitro, ne se produit qu’aprés un certain temps de 
contact ; le complément n’intervient pas dans son mécanisme. 

c) Une troisiéme phase pendant laquelle le sérum perd toutes 
ses propriétés hémolytiques et devient fortement anti-complé- 
mentaire. C’est également la phase ot le sang redevient spon- 
tanément coagulable, ot le venin disparait de la circulation. 
Plusieurs hypothéses se présentent : on sait que les antithrom- 
bines sont généralement douées de propriétés anti-complé- 
mentaires élevées; les anlithrombines augmentent progressi- 
vement aprés l’injection de venin, leur présence pourrait étre 
invoquée pour expliquer cetle phase d’hémolyse nulle. On 
pourrait également supposer que les hémolysines s’éliminent 
rapidement dés gue le venin disparait de la circulation, ce qui 
expliquerait pourquoi le sérum, déja privé de son complément 
dans la premiére phase, devient inactif. Ces deux hypothéses 
nous paraissent insuffisantes. In vitro, le sérum, devenu forte- 
ment hémolytique apres avoir été mis en contact avec le venin, 
devient ensuite anti-complémentaire si le contact se prolonge ; 
le méme phénoméne se produit probablement chez les animaux 
injectés a la suite de l’apparition dans le sérum, sous l’influeace 
des protéases du venin, de produits d» dédoublement des albu- 
mines sanguines dont laction em échante sur asse a un 
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moment. donné celle des hémolysines formées dans la phase 
antérieure. Ces trois causes peuvent concourir & produire cette 
phase anti-complémentaire, mais la derniére parait étre la 
phase importante d’aprés les résultats obtenus zn vitro. 

Aprés les injections sous-cutanées, ou aprés des injections 
répétées de petites doses de venin par voie veineuse, la pre- 
miére phase manque; le venin pénétre plus lentement dans la 
circulation, ou n’y pénétre qu’en trés petites quantités, et 
laction hémolytique masque, ou rend peu visible la chute ini- 
tiale du complément. 

Le complément se reproduit lentement et le sérum ne 
retrouve ses propriétés hémolytiques naturelles qu'une ving- 
taine d’heures en moyenne aprés linjection. 


INTENSITE DES TROUBLES SANGUINS ET GRAVIT& DES ACCIDENTS. — 
En étudiant la fiévre jaune (C. R. Académie des Sciences, 188, 
page 1452, et 189, n° 12), nous avons eu déja Voccasion de 
signaler que l’intensité des troubles sanguins n’a pas, en général, 
une grande valeur pour le pronostic de cette maladie, du moins 
chez Vhomme. Il en est de méme pour les accidents ophi- 
diques. La fréquence des hémorragies, chez les individus 
mordus par les Lachests, est connue depuis longtemps; ces 
némorragies n'indiquent pas la gravité des cas. Il est inté- 
ressant de souligner limportance des lésions sanguines chez 
le chien quelques minutes aprés l’injection du venin de 
L. atroz, méme avec des doses qui sont par ailleurs parfai- 
tement tolérées. La disparition du fibrinogéne, laltération de 
la thrombine, celle du complément, la formation de lysocy- 
tines, la présence de quantités élevées d’antithrombines, 
n’'impliquent nullement un pronostic fatal; les animaux peu- 
vent se rétablir en peu de temps. 

Ces recherches ont un autre aspect intéressant au point de 
vue pratique. [1 est inutile de chercher & combattre les hémor- 
ragies provoquées par les venins de Lachesis par l'emploi de 
substances coagulantes. L’élément essentiel qui disparait 
Wabord, c'est le fibrinogéne; il est donc impossible d’activer 
ia coagulation sanguine quels que soient les agents coagulants 
employés. 

Unstitut Bios-Nicteror, Brésil.) 


IMMUNISATION DE FRAGMENTS DU CORPS 
DE CHENILLES LIGATUREES 


par Me ERMOLAEBEFF et S. METALNIKOY. 


Dans une publication précédente, nous avons démontré qu'il 
est possible d’immuniser des fragments du corps des chenilles 
de Galleria mellonella (1). 

Nous avons employé la technique suivante : 

Nous laissons d’abord jeter les chenilles pendant plusieurs 


Fie. 4. — Chenille ligaturée. /, ligature ; v, chaine ventrale ; 
n, troisiéme ganglion thoracique. 


jours. Ensuite nous faisons une forte ligature au milieu du 
corps (entre les 7° et 8° segments). 

Les chenilles supportent trés bien cette opération et conti- 
nuent & se mouvoir normalement, mais elles ne se lransforment 
pas en chrysalides et en papillons (fig. 1). 

Les chenilles ligaturées peuvent vivre assez longtemps. Les 
parties antérieures du corps meurent en deux 4 trois semaines, 
mais les parties postérieures restent vivantes pendant six a 
huit semaines. 

Peut-étre cela tient-il 4 ce fait que les organes excréteurs se 
trouvent dans les parties postérieures. 

Pour bien étudier Vimmunilé naturelle et acquise d’un 
insecte, il faut d’abord établir la méthode précise permettant 
de titrer la virulence de chaque microbe en particulier. Pour 
cela nous opérons comme suit : nous prenons une culture de 


(1) M"e Ermonagre et S. Merannikoy. C. R. Soc, Btol., 407, 1931, p. 517. 
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eélose de vingt-quatre heures et nous en préparons une émul- 
sion dans 1 cent. cube d’eau physiologique. Ensuite nous pré- 
parons plusieurs titres spécimens dans des tubes & essai stériles 
en ajoutant I, II, II, V, X gouttes de !’émulsion-meére ad cent. 
cube de la solution physiologique. Pour inoculer la chenille. 
nous nous servons toujours d'une pipette de Pasteur effilée et 
graduée. 

Pour bien déterminer la quantité de liquide qui correspond a 
chaque division du tube capillaire, on introduit dans ce tube 
0c. c. 1 d’eau. En divisant la distance entre ouverture du 
tube et le point ot s'arréte Peau en 10 ou 20 parties, nous pou- 
vons établir quelle quantité de liquide correspond a chaque 
division. En utilisant cette pipette, il est possible d’injecter des 


A 


a ne 


Fic. 2. — a, Chenille ligaturée et infeclée dans la partie antérieure ; 
b, Chenille ligalurée et infectée dans la partie postérieure. 


doses trés minimes (jusqu’a 1/400 et 1/500 decentimétre cube). 
C’est ainsi qu’on peut déterminer les doses minimes mortelles 
non seulement pour les chenilles entiéres, mais aussi pour les 
fragments du corps. Lesuccés de toutes ces expériences dépend 
de exactitude avec laquelle on détermine la dose minima 
mortelle. 

Nous avons utilisé pour nos expériences le bacille de Danysz 
qui n’est pas trés virulent pour les chenilles de Galleria mello- 
nella (1). Comme nous avons démontré, les chenilles s immu- 
nisent mieux avec les microbes peu virulents. 

Si nous introduisons dans la partie antérieure de la chenille 
ligaturée une dose minima mortelle, elle meurt en quinze- 
vingt heures, mais la partie postérieure reste vivante pen- 
dant vingt & trente jours (fig. 2, a). A la température de la 
chambre elle peut vivre encore plus longtemps (jusqu’a deux 
mois). La partie morte devient noire et la partie vivante con- 
serve sa couleur normale et elle continue & réagir a toutes les 


(1) S. Meratnikov, L'infection microbienne et l’immunité chez les Galleria 
mellonella. Monographie de l'Institut Pasteur. Masson, édit. Paris. 
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excitations exlernes. On peut faire cette expérience inversement. 

On contamine la partie postérieure qui meurt en quinze a 
vingt heures et la partie antérieure du corps de la chenille con- 
tinue a vivre pendant dix & quinze jours, trainant aprés elle 
la partie postérieure morte (fig. 2, 6). 

Si on injecte dans la partie antérieure du corps ligaturé une 
solution de bleu de méthyléne concentrée, la couleur ne passe 
jamais dans la partie postérieure. La séparation de ces deux 
parties est donc complete. 

En utilisant la méme technique, on peut facilement immu- 
niser l'une ou l'autre partie du corps.. 


Expérience 1. — Immédiatement aprés avoir ligaturé 10 chenilles, nous 


a b 


Fic. 3. — a, Chenille immunisée et infectée dans la partie antérieure ; 
b, Chenille ligaturée immunisée et infectée dans la partie postérieure. 


injectons dans la partie antérieure de leur corps des petites quantités (1/300 de 
centimétre cube) de vaccin, c’est-a-dire de bacilles de Danysz chauffés a 60°. 
Trois jours aprés, la partie vaccinée recoit une dose minima mortelle de 
microbes. La méme dose est injectée aux 10 chenilles-témoins. 
Les parties antérieures immunisées et infectées restent vivantes pendant 
dix jours (fig. 3, a). Tous les témoins meurent aprés quinze ou vingt heures 
(fig. 2, a). 


Exprrmnce 2. — Immédiatement aprés l’opération de la ligature, nous 
injectons le vaccin dans la partie postérieure de 10 chenilles. Trois jours 
aprés les parties vaccinées recoivent des doses minima mortelles du B. Danysz. 

Les mémes doses sont injectées dans la partie postérieure des chenilles- 
témoins. 

La partie postérieure infectée des chenilles-témoins meurt en quinze ou 
vingt heures (fig. 2, d). 

La partie immunisée reste vivante pendant deux ou trois semaines (fig. 3, ). 


Ce qui est surprenant, c’est que l’immunisalion de la partie 
antérieurc du corps suffit pour transmettre Vimmunité a la 
partie postérieure qui en est cependant complétement séparée 
par la ligature. . 

Pour plus de clarté, nous donnons la description et les résul- 
tats de nos expériences. 
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Exeérience 3. — 10 chenilles sont immunisées dans leur partie antérieure., 


Cinq jours aprés la vaccinalion, nous injectons des doses mortelles dans 
leur partie postérieure (fig. 4, a). 

40 chenilles-témoins ont recu les mémes doses mortelles dans leur partie 
postérieure (fig. 4, 6). 

Tandis que la partie postérieure des témoins meurt en quinze ou vingt 
heures (fig. 4, 6), chez les chenilles immunisées la partie postérieure reste 
vivante pendant dix ou quinze jours (fig. 4,a). Voici les résultats obtenus : 


PARTIE ANTERIEURE PARTIE *POSTERIEURE 


immunisée infectée 
Aprés 2% heures. . . ..... 40 vivantes. 40 vivantes. 
bs ; 8 vivantes. 

_— SHOES G5 6 6 o oo | Hl ANE VTWes. @ uiosbes) 
: 5 vivantes. 

— TjJOUrS= 24. eee eed ORbyANtes: Brnioriee: 
; ¥ 3 vivantes, 

— Naor os 6 ee 6 a aie lnes. Tanertes: 


APRES 24 HEURES 


Témoins. Partie antérieure non infectée ... 10 vivantes. 
Partie postérieure infectée ..... 40 mortes. 


L’expérience réussit moins bien si on agit inversement, c’est- 
a-dire si on immunise la partie postérieure et contamine la 
partie antérieure. 


Experience 4. — 10 chenilles ligaturées sont immunisées dans leur partie 
postérieure et infectées dans leur partie antérieure. 
10 chenilles témoins ligaturées sont infectées dans leur partie antérieure. 


PARTIE ANTERIEURE PARTIE POSTERIEURE 


infectée immunisée 
: 5 vivantes. ; 
Apres 24heuresss. ei) see = 10 vivantes. 
5 mortes. 
3 vivantes. 3 
— SH KOWIES oo Ao 8 10 vivantes. 
J 7 mortes. 
ae 3 vivantes. Y 
— GaT OUTS! Kottke clas 10 vivantes. 
; 7 mortes. 
— 10 jours 40 mortes. 40 vivantes. 
APRES 24 HEURES 
Témoins. Partie antérieure infectée. . ... . 40 mortes. 
Partie postérieure non immunisée . 10 vivantes. 


Comment expliquer ce fait paradoxal? 
Nous sayons, d’aprés nos précédents travaux, que les centres 
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nerveux d’immunisation se trouvent chez les chenilles dans la 
partie antérieure de leur corps (1). 

Puisque ces centres sont en communication avec les gan- 
glions de la partie postérieure par lintermédiaire d'une chaine 


a b 


Fig. 4. — 4a, Chenille immunisée dans la partie antérieure et infectée dans 
la partie postérieure ; 5, Chenille (témoin non immunisé) infectée dans la 
partie postérieure. 


nerveuse ventrale, il faut admettre que l’immunité de la partie 
antérieure est transmise a la partie postérieure par le systéme 
nerveux. Les commissures de la chaine ventrale sont trés fines 
et ne doivent pas étre lésées par la ligature (fig. 1). Pour 
démontrer que notre hypothése est bien fondée, nous avons fait 
les expériences suivantes : 


Expértence 5. — Avant de ligaturer la chenille, nous avons briilé avec un 
fil de platine chauffé au rouge la chaine nerveuse ventrale, au milieu du 
corps. Puis nous avons fait la ligature. C’est ainsi que nous avons pu rompre 


AUG OS , 


a b 


Fic. 5. — a, Chenille ligaturée et immunisée dans Ja partie antérieure et 
infectée dans Ja partie postérieure ; 6, Chenille hgaturée, immunisée et 
infectée dans la partie postérieure aprés la brilure de la chaine yentrale. 


la communication nerveuse qui existait entre les deux parties séparées par 
la ligature. Comme dans l’expérience précédente, nous ayons vacciné la 
partie antérieure et infecté la partie postérieure de 10 chenilles. Voici les 


résultats obtenus (fig. 5): 
PARTIE ANTERIEURE PARTIE POSTERIEURE 


immunisée infectée 
Apress20shenures see = as .)-) 40) vivantes: 10 mortes. 
_ 2OUrs) 9 sleek 2 ates LO} vavantes: 10 mortes. 


(14) Meratyikov. L’infeclion microbicnne et limmunilé chez les miles des 
abeilles (Galleria mellon.). Monographie de l'Institut Pasteur. Masson et Cie 
éditeurs, Paris. 

Mme Sxonetzine. Le role du systeme nerveux dans l'immunité chez les 
chenilles. Ann. Inst. Pasteur 1931. 
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Contréle. — Nous avons vacciné la partie antérieure et infecté la partie 
postérieure de 5 chenilles ligaturées dontla chaine ventrale est restée intacte. 


PARTIE ANTERIEURE PARTIE POSTERIBURE 


immunisée infectée 
APLOSI2 + HeURCS a alcmie marta: 5 vivantes. 5 vivantes. 
2 JOUPS) ) ete oO eVNvalles: 5 vivantes. 
_ SOULS gree ceecere meer 5 vivantes. 5 vivantes. 


Nous avons fait la méme expérience en sens inverse : 


Expértence 6. — Nous avons vacciné la partie postérieure de 5 chenilles 
ligaturées dont la chaine nerveuse était brilée. Trois jours aprés la vacci- 
nation, la partie antérieure était infectée. 


24 HEURES 
Partie antérieure infectée ..... Jeg ho o fee NOTES 
Bartle postéricure: MmomUni See ween wien 5 vivantes. 


Il résulte de ces expériences que l'immunisation de la partie 
antérieure du corps suffit pour transmettre timmunité a la 
partie postérieure qui en est cependant complétement séparée. 
Cette transmission se fait & condition que les deux parties sépa- 
rées par la ligature communiquent par la chaine nerveuse ven- 
trale. Au contraire, si on rompt par la brfilure la communica- 
tion nerveuse entre ies deux parties isolées, limmunité nest 
plus transmise & la partie postérieure, 


CONCLUSIONS. 


Les chenilles ligaturées au milieu du corps peuvent vivre 
pendant plusieurs semaines 4 la température du laboratoire. La 
partie postérieure vit plus longtemps que la partie antérieure. 
Peut-étre cela tient-il 4 ce fait que les organes excréteurs ne se 
trouvent que dans la partie postérieure. 

Si lon infecte la partie antérieure de la chenille ligaturée, 
celle-ci meurt en quinze a vingt heures, mais la partie posté- 
ricure reste vivante pendant vingt & trente jours. 

Si Pon infecte la partie postérieure, celle-ci meurt en quinze 
a vingt heures, et la partie antérieure continue & vivre pendant 
dix & quinze jours, lrainant apres elle la partie postérieure 
morte. 

On peut facilement immuniser l'une oul’autre partie du corps. 
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La partie antérieure immunisée et infectée reste vivanle 
pendant dix jours. Tous les contréles meurent aprés quinze ou 
vingt-quatre heures. 

La partie postérieure immunisée et infectée reste vivante 
pendant deux a trois semaines. 

Si l’on immunise la partie antérieure et infecte trois & cing 
tours aprés la partie postérieure, cette derniére s’immunise 
aussi, quoi qu'elle soit compiétement séparée de la partie an- 
térieure par la ligature. Chez les contréles qui ont recu la 
méme dose mortelle dans leur partie postérieure, la mort sur- 
vient le lendemain. 

Sion rompt par la brtiilure la communication nerveuse entre 
les deux parties isolées, limmunité n'est plus transmise de la 
partie antérieure a la partie postérieure. 

Il faut donc admettre que l’immnnité de la partie antérieure 
est transmise & la partie postérieure par le syst?me nerveux, 
c’est-a-dire par la chaine ventrale qui n’est pas lésée par la 
ligature. 


CONTRIBUTION 
A L'ETUDE DES SPOROTRICHOSES OSSEUSES, 


par 


A. et R. SARTORY et J. MEYER, Marce. MEYER, 
Laboratoire de Bactériologie Service d’Orthopédie 
et Cryptogamie de Ja Clinique chirurgicale B 
de la Faculté de Pharmacie des Hospices eivils de Strasbourg. 
de Strasbourg. (Dir. Prof. Stolz.) 


Les sporotrichoses osseuses ont été longtemps confondues 
avec les affections tuberculoides. Langeron [4] les décrit de la 
facon suivante : « Localisations trés importantes a connaitre et 
mises en lumiére par les recherches expérimentales de de Beur- 
mann, Gougerot et Vaucher [2]. Elles se présentent sous forme 
de périostites sporotrichosiques, de gommes osseuses ou d’abcés 
intra-osseux, d’ostéomyélites sporotrichosiques, sources de frac- 
tures spontanées; de sporotrichoses des petits os des extrémités 
avec toutes les variétés de périostites ossifiantes, d’ostéites 
raréfiantes, d’abcés intra-osseux, d’osléites épiphysaires et. 
d’ostéo-arthrites, accompagnées de tuméfactions et de colora- 
tions violacées des doigts; enfin, on connait des ostéites des os 
du crane, simulant l’ostéite syphilitique tertiaire. » 

L’infeclion sporotrichosique peut se faire par la voie sanguine 
et ainsi donner naissance & des foyers primitifs limités au 
périoste ou a l’os méme. 

Des Iésions osseuses cependant se produisent aussi parfois 
par pénétration du parasite localisé tout d’abord dans des foyers 
ulcéreux ou gommeux dermiques et s’étendant en profondeur 
& travers les divers tissus jusqu’a l’os. Un cas analogue a été 
décrit par Fiorito et Benedetti [3]; d’autre part, de Beurmann, 
Gougerot et Vaucher (4) ont insisté avec raison sur ce point, 
qu il serait nécessaire, dans chaque cas suspect d’arthrite aigué, 
subaigué ou chronique, de penser aussi a la possibilité d’une 
sporotrichose. Des auteurs, comme Jeanselme et Adamson [5], 
font remarquer que les inflammations arthritiques peuvent étre 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DES SPOROTRICHOSES OSSEUSES 484 


rangées dans les sporotrichoses universelles ou généralisées. La 
maladie, osseuse se présente habituellement sous un aspect de 
modifications gommeuses de l’os ou du périoste ou sous forme 
combinée des deux phénoménes. Gougerot, Ehrmann et 
Larousse [6], Pick [7], Gregor [8] ont décrit des infections de ce 
genre localisées surtout aux os des extrémités, mais pouvant 
se limiter aussi aux os des métacarpiens ou méme aux os longs, 
tels que dans les cas de Widal et Jacquet [9], Payenneville [10], 
Pick et Alschul [44]. Des localisations & la mAchoire supérieure 
ont été décrites par l'un de tous, en collaboration avec Orti- 
coni [12]. Un cas nouveau de sporotrichose osseuse due au Spo- 
rotrichum Carougeani a été étudié par nous en 1930 /13]. Nous 


n’insistons pas davantage sur ce sujet et nous passons & la des- 
cription de notre propre cas. 


OsservaTion. — M. R. G..., Agé de trente-cing ans, vient consulter l'un de 
nous le 26 septembre 1931 pour des douleurs qu’il éprouvait depuis quelque 
temps dans le talon droit. Questionné sur lorigine et l’évolution de son affec- 
tion, le malade, doué d’un grand esprit observateur, nous en fait Vhisto- 
rique avec une telle précision que nous n’hésitons pas A le produire presque 
intégralement, négligeant cependant les détails de moindre importance. 

Antécédents : Les parents sont morts de tuberculose pulmonaire, le pére a 
trente-quatre ans, la mére 4 quarante-neuf ans; lui-méme fut élevé a la cam- 
pagne en bas age; il eut a plusieurs reprises des accidents tels que convul- 
sions infantiles, rougeole, scarlatine et oreillons, tout ceci sans complications. 

Vers l’dge de sept ans il souffrit d’un mal suppurant au majeur droil, sans 
cause apparente. Il guérit en deux a trois semaines, mais la phalangette 
ainsi que l’ongle ont gardé une certaine déformation. 

En 1908, 4 l’Age de douze ans, il ressent subitement un soir une douleur 
vive au talon droit; pendant la nuit, la douleur augmente avec forte élévation 
de température ; en méme temps le pied commence a montrer de l’enflure, 
qui s’étend bientot a Varticulation tibio-tarsienne, produisant |l’effacement 
complet des malléoles. L’état ne faisait que s’aggraver pendant les jours sui- 
vants : la température monte a 40° accompagnée de douleurs extrémes, 
dinsomnie et de délires. Une incision dans la région sous-malléolaire, tout 
en procurant un certain soulagement, ne donne pas de pus; ce nest qu’aprés 
quelques jours qu’un abcés se forme en arriére de l’incision et qu’une forte 
évacuation de pus se fait par quatre fistules; la suppuration est considé- 
rable; le pus est jaune, crémeux. Immédiatement la température tombe; les 
douleurs cessent. L’état persistant sans grand changement, au bout de deux 
a trois mois, on note lélimination de plusieurs séquestres. Un pansement 
platré ne provoque qu’une recrudescence des douleurs et est enlevé aprés 
quelques jours. 

Devant l’insuccés du traitement et ’état du malade se trouvant fortement 
ébranlé, sa famille se décide 4 le confier 4 un spécialiste pour maladies 
osseuses 4 Royan. Le traitement consistait en bains de pied quotidiens dans 
de l'eau de mer tiéde puisée parmi des rochers recouverts d’algues et non 
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sur la plage ; d’autre part, un traitement par les rayons X et des injections 
diodoforme, diode, d’huile goménolée, d'eau oxygénée dans les fistules sont 
appliqués. Le malade se souvient que l'injection diode et diodoforme pro- 
voquaient toujours une forte réaction, se traduisant par des suppurations, 
avec libération d’esquilles osseuses. L’huile goménolée supprimait douleurs 
et inflammation et réduisait la suppuration 4 son volume habituel. Bains 
d’eau de mer, rayons X, eau oxygénée n’amenaient aucune réaction apparente. 

Les effets de ce traitement se firent rapidement remarquer; en l’espace de 
six mois le pied prit une forme plus normale, la cheville se dessina, les: 
plaies oflrirent un meilleur aspect et la suppuration décrit. L’état général 
s’était fort amélioré. Survient une longue période de stagnation, la suppura- 
tion étant devenue insignifiante, mais ne disparaissant pas. Un premier 
curettage fit tarir trois fistules en novembre 1910. Un second guérit celle qui 
avail persisté. Les plaies opératoires relativement étendues pour ces deux 
opérations se fermérent chaque fois avec la plus grande rapidité et le malade 
reprit vite l'usage de son pied. Bientot il n’y eut plus de claudication, ni. 
méme de géne dans la démarche. Le malade put se livrer a des exercices, 
qui attestent que le pied avait repris une force presque normale. II fit de la 
hicyclelte, pratiqua la péche sur les rochers escarpés et glissants et prit gout 
a la marche. 

Mobilisé en 1914, il fut classé dans le service auxiliaire pour le motif sui- 
vant : « Atrophie légére de la jambe droite et cicatrice profonde 4a la région 
externe du pied droit. » Mais sur sa demande il fut pris dans le service armé 
et versé dans l’infanterie. Au cours des trois ans, qu’il passa sur le front, son 
pied ne montra aucune défaillance. Simple soldat en 1914, il était lieutenant 
a l'armistice aprés avoir conquis tous ses grades sur le champ de bataille. 
Cet avancement est la meilleure preuve qu'il ne se différenciait en rien de 
ses camarades quant a la vigueur physique. 

Il accomplit entout septans de service militaire, dont quatre ans de guerre, 
la majeure partie dans l’infanterie. Depuis qu’il réside en Alsace, il a con- 
tinué d'effectuer des excursions pédestres dans les Vosges (20 4 30 kilométres 
dans la journée). 

Au cours d'une si longue période, le pied n’eut aucun accident, au contraire 
il offrait une certaine insensibilité a la fatigue que l'autre ne montrait pas 
toujours. 

En 1922, survient un hématome dans la cuisse droite ; celui-ci est traité 
par des applications de pointes de feu. A la veille d'une intervention, la 
tumeur perca delle-méme, la suppuration dura un mois environ. L’année 
suivante, le patient présenta une adénite du cou; elle fut traitée par les 
rayons X; une demi-douzaine de séances eurent pour résultat la disparition 
de la glande. 

Au début de 1931, done environ vingt ans aprés la guérison du pied, il y 
eut une élimination spontanée, sans inflammation ni douleur, dune petite 
esquille osseuse. 

Fin aout, se trouvant en vacances, M. R. G... éprouva une grande fatigue 
au pied droit, qui Jui rendit pénible toute promenade, méme courte. Cette 
fatigue paraissait localisée dans la région tibio-tarsienne. Au début de sep- 
tembre, cette sensation de fatigue fit place & une douleur dans la cuisse, 
surtout quand il voulait sasseoir; ce fut ensuite le mollet qui devint doulou- 
reux au toucher et la douleur reparut enfin dans le pied. Le 19 septembre. 
au lever, il constatait que la douleur, qui s’était accrue et précisée, avait son 
siége dans la plante du pied, vers le talon; celui-ci était nettement doulou- 
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reux a la pression. La douleur le contraignit a boiler; elle se fit sentir éga- 
lement pendant la nuit, causant de l'insomnie et de la fievre. C’est a cette 
époque que l'un de nous eut l'occasion d’examiner le malade. 

Flat actuel: Bonne constitution générale; organes internes sans particu- 
larité surtout en ce qui concerne le foie et la rate, non palpables ni doulou- 
reux; les réffexes sont normaux ; les urines sont normales. La cuisse et le 
mollet droit montrent une légére atrophie; la plante du pied légéerement 
enflée est douloureuse a la pression, cette douleur s’accentue dans la région 


Fie. 1. — Radiographie du pied du malade vu de profil 
(Voir lexplication dans le texte). 


du calcanéum. En dessous de la malléole externe, deux anciennes cicatrices 
opératoires bien guéries ne montrent aucune réaction inflammatoire. 

Les mouvements des orteils sont libres ; ceux de la médiotarsienne et 
de la tibiotarsienne possibles, mais douloureux. Le malade marche sur la 
pointe du pied en évitant de se poser sur le talon. La radiographie (fig. 1 et 2) 
montre une décalcification trés prononcée de tous les os de Pavant-pied. Par 
contre, le scaphoide ainsi que l'astragale et le calcanéum décélent une con- 
densation osseuse alternant avec une multitude de petits foyers lenticulaires 
décalcifiés, entourés chacun d’un mince bord d’os condensé. L’astragale 
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semble complétement soudé au caleanéum et au cuboide dont la partie infé- 
rieure postérieure est considérablement rapetissée. Le trailement instauré 
(chaleur, compresses, antiphlogistine) occasionne un certain soulagement. 
Toutefois l’enflure de la plante du pied persiste. 

Le te octobre, elle s'est localisée autour du point douloureux du calca- 


Fic. 2. — Radiographie du pied du malade vu d’en haut. Les deux malléoles 
montrent un aspect boursouflé avec des foyers kystiques dans la malléole 
externe. Décalcificalion dans la malléole interne et amincissement de la 
corlicale. Décalcification de tous les os du tarse avec ankylose partielle 
surtout visible entre l’astragale, le calcanéum et le cuboide. Des foyers 
ronds de raréfaction osseuse entourés d’une zone d’ostéosclérose sont 
visibles dans l’astragale, le caleanéum, le scaphoide, le cuboide et le cunéi- 
forme 1, Les bases des métatarsiens montrent également une décalcifica- 
tion de la forme de foyers kystiques lenticulaires. 


néum, ou l’on pergoit maintenant une légére fluctuation qui s’accentuera 
encore dans les prochains jours. 
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Le 5 octobre, le malade est soumis & une opération; on pratique l’anes- 
thésie générale ; une incision longitudinale est faite, qui va jusqu’a Vos. Il 
s'écoule un pus jaune crémeux, qui contient de nombreux grains, ce qui fait 
penser a une mycose. Le pus est évacué, toute la plaie est grattée; les tissus 
enflammés sont excisés; on procede A un curettage. La curette glisse sur l’os 
trés dur et entre dans une petite cavité; elle ne raméne que quelques débris; 
on fait un large badigeonnage a la glycérine iodoformée. Aprés drainage au 
moyen d'une petite méche la plaie est suturée. La méche est enlevée le troi- 
siéme jour. La plaie guérit normalement; aprés trois semaines, le malade 
complétement rétabli reprend ses occupations. I] continue a suivre un trai- 
tement iodé interne. 

Examen du prélévement pathologique : L’examen direct du prélévement patho- 
logique a été effectué de la facon suivante : on étale le matériel en I’écrasant 
sur une lame. On fixe, on dégraisse et on décalcifie dans la solution suivante : 
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On laisse en contact pendant vingt-qualre heures dans une boite de Petri 
couverte ; on neutralise ensuite et on ramollit par la potasse a 20 p. 100 4 
froid jusqu’a éclaircissement. On lave a l'eau, on passe dans une solution 
acide d’acétate de potassium pour enlever l’excés de potasse. On colore par 
la méthode de Gram. 

L’examen microscopique montre, réunis en amas ou inclus dans des macro- 
phages, de rares éléments oblongs en navettes, rappelant un peu l’aspect 
d’une levure non bourgeonnante; ces éléments ne permettent aucun diagnostic 
précis. 

Partant d’autre part de petits grains mycosiques trouvés en grand nombre 
dans le prélévement, nous avons eu recours a la technique suivante [14] : 
nous placons une lame stérile 4 Vintérieur d’une boite de Petri stérilisée; on 
broie et on étale sur la lame un de ces grains. On ajoute al’aide d'une pipette 
stérilisée quelques gouttes d’un mélange a parties égales de sérum sanguin 
et de milieu gélosé 4 7,5 p. 1.000 de Sabouraud maltosé glycériné. On place 
le tout A Pétuve pendant vingt-quatre heures; on fixe par des vapeurs d’aldéhyde 
formique; on immerge les lames dans un collodion trés fluide d’aprés les prin- 
cipes de Regaud [45]. On égoutte et on séche; on lave et on colore par la 
méthode de Gram. On monte Ja préparation en la passant par une série de 
bains d’alcool dilué, d’alcool & 90° et d’acétone anhydre, de toluéne et d’acé- 
tone anhydre 4 parties égales de toluéne ; on monte dans le baume de Ca- 
nada. La figure (fig. 3) montre l’aspeet de cette micro-hémocullure; sur toutes 
les parties de la lame se présente un riche faisceau de filaments ramifiés 
avec, par places, des éléments oblongs en fuseau disposés en petits amas 
de 2, 4 et méme 12. Les filaments sont seplés de place en place et montrent 
un protoplasme homogéne avec des localisations plus ou moins chromophiles 
Il n'est pas douteux que nous ayons affaire 4 un champignon filamenteux. 
La concordance des formes en navette dans la micro-hémoculture et dans 
les préparations du prélévement pathologique méme semble militer en faveur 
d'une sporotrichose. 

Examen histologique : L’examen bistologique des prélévements pathologiques 


{ 
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a été effectué suivant la technique classique en colorant, soit par l’hématoxy- 
line-éosine-safran, soit par la méthode de Gram. 

L’examen microscopique de ces coupes montre dans l’0s décalcifié de nom- 
breux foyers d'hémorragie et de nécrose. Les nodules sont formés en général 
par quelques petites trames conjonctives et quelques petites lamelles osseuses 
en voie de résorption. Autour de ces lamelles osseuses et des trames con- 
jonclives, on voit des magmas assez denses constitués par des formes en 
massue fortement colorées, Gram positives, auxquelles sont accolés de 


Fie. 3. — Aspect de la micro-hémoculture avec des macrophages renfermant 
des spores naviculées ; d'autres spores sont libres et ont engendré des 
filaments. (Gross. : Leitz. Obj. Im. 1/18, Ocul. 4.) 


petits corpuscules allongés, fusiformes, qui présentent des spores navicu- 
lées trés intimement unies aux massues. Ces spores ont exactement la 
méme forme que celles décrites précédemment, lors de l’examen de nos 
microcultures. ; 

Dans les coupes, ces éléments se colorent d’une facon trés intense par la 
méthode de Gram et se différencient ainsi, par leur cyanophilie trés marquée, 
des massues et des éléments tissulaires. Ces formes parasitaires plus ou 
moins dispersées dans Jes nodules ou accolées aux lamelles osseuses sont 
entremélées avec des polynucléaires et des gros noyaux des cellules con- 
jonctives. Le tout représente un nodule d’infeclion mycosique, qui s'est 
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formé dans le Lissu osseux avec de nombreux lacs d'hémorragie. Il y a érosion 
et destruction de la travée osseuse qui persiste encore (fig. 4 et 5) 


CARACTERES CULTURAUX 


Une grande partie du matériel pathologique a été employée 
pour pratiquer des ensemencements sur différents milieux de 
culture : bouillon de viande, jus de pomme de terre elycériné 
gélosé, sérum coagulé, liquide de Raulin, Raulin gélosé, jus 


4 


Fis. 4. — Coupe histologique montrant au centre et a la partie supérieure 
deux lamelles osseuses; entre elles et dispersées dans la coupe on apercoit 
des infiltrations mycosiques sombres. A gauche de la lamelle osseuse supé- 
rieure et contre celle-ci on peut constater apparition de la mycose avec 
érosion de la lamelle osseuse. Entre les deux lamelles et du cété droit on 
voit un lac vasculaire hémorragique entourant un nid de parasites. (Gross. : 
Leitz. Obj. 3, Ocul. 4.) 


de pomme de terre glycériné gélosé acide, pomme de terre 
acide, milieu de Sabouraud glucosé et maltosé. 

Sur le jus de pomme de terre glycériné, l’espéve pousse avec 
facilité & la température de + 27° en montrant une aérophilie 
marquée ; dans les parties supérieures des tubes se forment 
des touffes d’abord blanches, épaisses; dansla profondeur s’étale 
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un tapis grumeleux. Le mycélium dans les vieilles cultures se 
pigmente en brun chocolat. 

Sur la pomme de terre, la croissance est assez lente et donne 
naissance & un tapis qui reste blanc. 

Le milieu de Sabouraud glucosé ou maltosé parait trés favo- 
rable au développement de notre parasite ; celui-ci pousse en 
donnant des colonies arrondies, légérement saillantes au début, 
qui se surélévent fortement par la suite. La coloration de ces 


Fic. 5. — Vue agrandie du nid de parasites enlouré par le lac vasculaire de 
la coupe précédente. On remarque de nombreux éléments en massue et ca 
et la des spores naviculées. Sur la figure précédente la fléche indique la 
partie agrandie qui est entourée d'un pointillé. Sur Ja figure 5, les fléches 
correspondent aux éléments naviculés. (Gross. : Leitz. Obj. 8, Ocul. 4.) 


éléments est restée trés longtemps blanche pour passer au café 
au lait et au brun noirdtre. Dans quelques tubes nous avons 
noté des formes pléomorphiques restant incolores. Sur le milieu 
de Sabouraud glucosé, le substrat prend une teinte jaune brun; 
sur Sabouraud maltosé, la pigmentation est beaucoup plus 
accusée (brun noirdtre). Les colonies s’entourent dans la plu- 
part des cas d’une petite auréole; il est assez difficile de les 
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séparer du milieu de culture, auquel elles paraissent adhérer 
fortement. 

Sur le lait écrémé le développement est satisfaisant; au bout 
de quelques jours, la coagulation se produit, suivie trés tot de 
la dissolution du coagulum formé. 

En tube de Besson contenant des milieux liquides sucrés et 
comme indicateur du Slew de bromothymol, nous avons pu 
constater que l’espéce envisagée assimilait sans production de 
gaz le glucose et le maltose avec légére acidification ; il inter- 
vertit le saccharose; le parasite n’a aucune action sur le lactose 
et le lévulose. 

L’albumine d’ceuf n’est pas liquéfiée; la gélatine présente ane 
légére liquéfaction au point de contact des colonies avec le 
milieu (endoprotéase). Par culture en piqtre, il se forme un 
entonnoir. 

Optimum cultural: L’optimum cultural est réalisé sur milieu 
de Sabouraud glucosé ou maltosé pour des températures com- 
prises entre 25° et 30°. 

Examen mucroscomque : L’examen microscopique des cul- 
tures sur milieux solices nous a donné les caractéres suivants : 
mycélium rampant, fin, de 1y50 a2» de diamétre ; il est cloi- 
sonné, incolore et trés ramifié. Les conidies naissent isolément 
sur les cétés & lextrémité des longs filaments ou au bout de 
courtes ramifications latérales. Elles sont ovales ou piriformes 
de 4.25 &4u.50 de large sur 227543 p de long, reliées au filament 
par un pédicelle trés fin de 1 » de long environ sur 0y5. Une 
cloison sépare nettement le pédicelle de la base de la conidie. 
Certaines de ces conidies sont échinulées a leur partie supé- 
rieure. Dans les préparations, on rencontre de nombreuses 
chlamydospores terminales ou intercalaires ; leur volume est 
trés variable. 

Action pathogéne expérimentale : Les inoculations pratiquées 
au moyen du matériel pathologique par voie intrapéritonéale 
chez la souris ont abouli & la mort des animaux entre onze 
et trente-cing jours apres l’inoculation. L’autopsie a montré 
les caractéres habituels des lésions sporotrichosiques et les 
rétrocultures se sont montrées nettement positives. 

A plusieurs reprises déja, nous avonseu l'occasion de publier 
des cas de mycose osseuse. Nous les avons vu apparailre sous 
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les formes d’affections osseuses les plus diverses, tantot simu- 
lant un kyste osseux, tantdt traitées longtemps sous l’étiquette 
de /uberculoses osseuses. Ce cas démontre que les mycoses 
peuvent également présenter les symptémes cliniques d’os¢éo- 
myélite. 

Le début brutal de la maladie avec enflure, fiévre, délires, 
son évolution lente avec évacuation de nombreux séquestres, la 
récidive tardive avec abcés, tout semblait confirmer ce dia- 
gnostic. 

Ce ne fut que l’examen bactériologique qui put déceler la 
véritable affection. Ce cas confirme & nouveau l'exactitude de la 
thése, que nous avons soulenue dans de nombreux travaux et 
que nous ne cessons de défendre : chaque affection osseuse 
demande un examen histologique et surtout bactériologique et 
qu'il est impossible de poser avec certitude un diagnostic de 
tuberculose osseuse ou méme, comme le cas présent nous le 
montre, d’ostéomyélile, si ce diagnostic ne se trouve pas con- 
firmé par un examen bactériologique. 

Quant au traitement a suivre, ce cas nous démontre a nou- 
veau l'efficacité de la médication iodée sur les mycoses. Lors 
de la premiére manifestation, le malade nous |’apprend, l’affec- 
tion changea complétement d’aspect, aussil6t que fut appliqué 
Je traitement par les bains d’eau de mer chargée d’algues ou 
d'injections a base d’iodoforme. De méme, nous attribuons la 
guérison rapide de la récidive et le maintien de la guérison Jus- 
qu’a présent au large badigeonnage de tous les recoins de la 
plaie au moyen de glycérine iodoformée ainsi qu’a l’adminis- 
tration interne diode. 


CoNcLUsIONS. 


D'aprés les observations cliniques et l’évolution dela maladie, 
nous croyons élre en droit d’envisager que le parasite a fait 
irruption dans l’organisme au moment de l’apparilion du mal 
suppurant au niveau de la phalangette, il y a vingt-sept ans. 
Cing ans aprés la premiére infection osseuse apparait a la suile 
d’une dissémination probable par la voie sanguine. Cette infec- 
tion osseuse du début guérit et une récidive locale se produit 
vingt-trois ans aprés, 

A ce moment, l’examen direct des prélévements patholo- 
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giques par l’analyse histologique et la microculture met en évi- 
dence des éléments naviculés identiques. La culture permet 
didentifier un parasile sporotrichosique pathogéne pour les 
animaux. 

L’examen microscopique et cultural nous a permis de faire 
rentrer le parasite dans le genre Rhinocladium, Saccardo et 
Marchal, 1885 (d’aprés la classification de Langeron) et de le 
ranger au voisinage du Rhinocladium Beurmanni, Matruchot et 
Ramond, 1905, dont il différe seulement par les dimensions 
réduites des conidies, son pléomorphisme facile et son pouvoir 
protéolytique. 
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[3] Fiorito et Brnevert1, Contributo alla diagnosi della sporotrichosi. Ann. 
di med. naval. e col., vol. I, n°s 5 et 6, 1924. 
[4] Bzurmann (bE), Gouceror et Vaucuer, Sporotrichoses osseuses et osléo- 
articulaires. Revue de Chir., n° 4, 10 avril 1909, p. 861. 
(5) JeanseLme et Apamson, Un cas de blastomycose simulant une sporotri- 
chose. Br. Journ. of Derm., février 1943. 
[6] Gouceror, Earmann et Larousse, Sporotrichose sous-cutanée et osseuse 
chez un enfant de quatorze mois. Bull. de Derm., juin 1914. 
[7] Pick, Sporotrichose. Fortschr. a. d. Geb. d. Rontgenstrahlen, 34, 1926. 
[8] Grecor, Sporotrichosis. Journ. of the Amer. Med. Assoc., 79, 1922. 
[9| WipaL et Jacqust, Un cas de sporotrichose avec des gommes osseuses 
du métacarpien. Bull. de Derm., février 1914. 
[10] Payewnevitte, Uncas de sporotrichose osseuse multiple avec spina ventosa 
simulant latuberculose chez un enfant. Bull. de la Soc. frang. de Derm., 
n° 3, 1924. 
[44] Pick et ArscnuL, Réntgen Untersuchungen bei Sporotrichose der Kno- 
chen. Fortschr. a. d. Geb. d. Rontgenstrahlen, 34, 1926, p. 775. 
[42| Sarrory (A.) et Orticon1, Sporotrichose d’un métacarpien. Ann. de Méd. 
expér. et d’Anat. pathol., 25, n° 6, 1913 et C. R. Soc. Biol., 74, 1913, p. 1346. 
[43] Sarrory (A. et R.) et Meyer (J. et M.), Etude d’un Sporotrichum blanc : 
Sporotrichum Carougeaui et de la maladie causée |par cet organisme. 
Cc. R. Acad. Méd., juillet 1930. — Id., Bull. des Sc. Pharm., 35, 1928, 
p. 565. — Id., C. R. Acad. Sc., juillet 1928. — Id., Ces Annales, 44, n° 3, 
mars 1930. — Voir aussi: Ducrovux, Contribution a l'étude des mycoses 
osseuses. Th. Pharm., Strasbourg, 1930. . 
[44] Rrvacier et Seyoe:, Cultures minces sur lame gélosée pour l'étude des 
Cryptogames microscopiques. C. R. Soc. Biol., 110, 1932, p. 181. 
[45] Recaup, Le collodionnage en technique histologique. Arch. Anat. micros., 
4, 4901. 


SUR LA TENEURIINEGALE EN MANGANESE 
DES FEUILLES VERTES ET DES FEUILLES ETIOLEES 


par M. Gasriet BERTRAND et M™ M. ROSENBLATT. 


Nous avons déja fait connaitre diverses particularités rela- 
tives & la teneur en manganese des organes foliaires, notam- 
ment, les variations de cette teneur en fonction de lage et, ce 
qui revient & peu prés au méme, de la position sur la tige ou 
sur le rameau [4]. Nous avons observé, depuis, qu'il y avait 
aussi une corrélation entre la teneur en métal et lintensité de 
la coloration verte des mémes organes. 

Nous avons examiné successivement : 

A. Des feuilles prises sur des individus différents d’une 
méme espéce (ou variété) cultivés les uns en pleine lumiére et 
les autres 4 Vabri plus ou moins complet de cel agent phy- 
sique. 

B. Des feuilles prélevées sur un méme individu, mais en 
des endroits distincts au point de vue de la coloration. 

C. Des parties diversement colorées de feuilles d’une méme 
espéce atteinte de panachure. 

Les feuilles ont toujours été récoltées avec soin et nettoyées 
minutieusement, de maniére a éviter leur souillure par des 
parcelles terreuses; les dosages de matiéres séches, de cendres 
et de manganése ont été effectués comme dans nos recherches 
antérieures. 

Le groupe A -réunit trois lots de pissenlit (Taraxacum 
off. L.). Le premier, venu spontanément dans le jardin de 
l'Institut Pasteur, était d’une coloration vert foncé, les deux 
autres provenaient de cultures maraichéres réalisées avec ou 
sans le concours de la lumiére naturelle. Les individus du lot 
éclairé étaient d’un assez beau vert, ceux du lot étiolé étaient 
jaunes, 4 peine teintés de vert par endroits. 

Le groupe B comprend plusieurs espéces et variétés de 
plantes cultivées comme salades (chicorée frisée, scarole, 
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laitue pommée, romaine, elc.)ou comme légume (chou, eéleri). 
Dans la plupart des cas nous avons comparé les feuilles exté- 
rieures de la production maraichére, de coloration plus ou 
moins verte, & celle du centre, en général d’un jaune pale. 
Dans le cas du chou, dont nous avons examiné deux échan- 
tillons, nous avons une fois traité & part les feuilles extérieures 
verles, celles sous-jacentes & peu prés jaunes et celles du 
centre presque blanches. Enfin, de l’endive et de la barbe de 
capucin nous avons seulement analysé l’ensemble des feuilles, 
celles-ci étant produites par la culture a l'état complétement 
étiolé. 
——————————EEE—— ee 


MANGANESE POUR CENT DE 


NOM DE LA PLANTE EXAMINEE 
Matiére | Matidére 
neaelis > ans Cendres 
milligr. milligr. iigr. 
A. Fissenlit : sis as a 
Spoentane (maullles vere LONCE\ | eee 0,40 2 24,09 
Cultivé, 4 la lumiére (feuilles vertes) ....-. 0,18 ee 44,46 
Cultivé, étiolé (feuilles presque jaunes). . . .| 0,06 4,05 9,83 
B. Chicorée : 
Frisée (feuilles extérieures vertes) ...... 0,48 6,76 34,44 
Frisée (feuilles intérieures isolées) ...... 0,12 1,65 43,64 
Scarole (feuilles extérieures vertes). ..... 0,08 4,62 7,48 
Scarole (feuilles intérieures étiolées).... . 0,06 0,94 6,20 
Hndives (étrolées)eéchantilion n=! 2). =... 0,08 1,87 10,96 
Endives (étiolées), échantillonn?2...... 0,10 1,76 19,23 
Barbe de capucin (étiolée). . 5. = 0,22 3,76 31, 42 
Laitue : 
Pommeée (feuilles extérieures vertes) ..... 0,080 2,00 9,30 
Pommée (feuilles intérieures étiolées). . . . . 0,044 1,07 8,97 
Romaine (feuilles extérieures vertes) ..... 0,040 0,98 8,33 
Romaine (feuilles intérieures étiolées).... . 0,043 0,84 1,54 
Chou : 
Pommé, n° 4 (feuilles extérieures vertes). . .| 0,22 2b dR 90) 
Pommé, n° 4 (feuilles moyennes vert clair) . .| 9,05 0,75 141,90 
Pommé, n? 4 (feuilles ceatrales étiolées) . . .| 0,04 0,47 4,60 
Pommé, n° 2 (feuilles extérieures vertes) . . .| 0,27 2,34 21,35 
Pommé, n° 2 (feuilles intérieures étiolées). . .| 0,15 2,08 20,83 
Célert : 
Feuilles extérieures verles ..... Goan, BoA Weal 1,08 6,54 
Feuilles intérieures) étiolées. - . =. 2. =. 0,080 0,82 5,92 
C. Aucuba japonica : 
Feuillage panaché (partie verte). ....... 0,29 Als 48,12 
Feuillage panaché (partie étiolée)....... 0,27 1,08 15,91 
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Le groupe C est représenté par une variété d’Aucuba japo- 
nica a feuillage panaché. Nous avons choisi sur plusieurs pieds 
de cet arbrisscau des feuilles présentant d’assez larges macules 
jaunes que nous avons isolées au scalpel; en méme temps 
nous avons séparé, des mémes feuilles ou de feuilles du méme 
age, des surfaces verles aussi semblables que possible aux pré- 
cédentes quant aux dimensions et aux positions de part et 
d’autre de la nervure principale. 

Le tableau ci-joint résume les résultats obtenus : 

ll ressort nettement de ces résultats que, pour une espéce ou 
une variété végétale donnée, les feuilles s’enrichissent a la fois 
en chlorophylle et en manganése, de sorte que les feuilles 
vertes sont toujours plus riches en métal que les feuilles étio- 
lées. C’est une relation tout 4 fait semblable a celle qui a déja 
été découverte par l'un de nous avec B. Benzon au sujet du 
zinc [2], avec M™* Voronca-Spirt au sujet du titane [3] el, plus 
récemment, avec M™ Lévy au sujet de J’aluminium [4]. Cette 
relation est & retenir au double point de vue de la pbysiologie 
végélale et de l’‘alimentation rationnelle. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Ces Annales, 35, 1924, p. 815; tbid., 36, 1922, p. 230; ibid., 36, 1922, p. 494. 
[2] [bid., 43, 1929, p. 386. 
[3] Ibid., 44, 1930, p. 185. 
[4] Ibid., 47, 1931, p. 680. 


SUR LA PRESENCE DE SULFURES MINERAUX 
DANS UNE TERRE ARABLE 


par MM. Gasrizst BERTRAND et L. SILBERSTEIN. 


Le soufre existe dans les terres cultivables sous diverses 
formes, organiques et minérales. Dans le premier cas, il fait 
partie de nombreuses espéces vivantes, végétales et animales, 
ou se trouve encore engagé dans les substances plus ou moins 
dégradées qui proviennent de la mort et de la décomposition 
de ces espéces; dans le second cas, il est présent, d’ordinaire, & 
l'état de sulfates : alcalin, magnésien et alcalino-terreux. Ce 
sont ces sulfates, solubles (1) et aisément assimilables, qui 
constituent le principal stock de soufre immédiatement utile 
aux plantes cultivées. 

A ces combinaisons plus ou moins connues, nous avons 
trouvé qu’il pouvait parfois s’en ajouter une autre, dont le 
rdle sur les racines des végétaux supérieurs est loin d’étre 
favorable. 

Nous avions cherché et réussi a trouver une terre trés pauvre 
en soufre total, dans l’intention d’étudier, dans des conditions 
aussi démonstratives que possible, l’action des engrais sul- 
fatés. Cette terre provenait d’une olivette située au bord de la 
route, dans le quartier dit des Baraques, au sud de Langlade, 
dans le département du Gard. 

Depuis un temps immémorial, lolivette était en friche, 
livrée a la culture spontanée, avec un olivier de loin en Join. 
Le sol était trés caillouteux. Les plantes qui le recouvraient 
étaient celles des garrigues. En enlevant les pierres, on trou- 
vait facilement une couche de lerre végétale de 25 centimétres 
d’épaisseur environ. C’est avec cette terre, prélevée par 


(1) Nous avons montré que la terre renferme de petites proportions de 
baryum et de strontium (C. R. Acad. des Sc., 186, 1928, p. 335 et Bull. Soc. 
Chim., 4° série, 43, 1928, p.372 et 438). La solubilité des sulfates de ces métaux 
est trés faible et, probablement, doit-on en tenir compte dans ]’évaluation cu 


stock de soufre assimilable. 


496 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


M. Astruc, directeur de la Station agronomique et cnologique 
du Gard, terre qui n’avait « jamais recu aucun engrais ni trai- 
tement soufrés ou sulfatés d’aucune sorte » que nous avons 
expérimenté. 

De coloration jaune-brun peu accentuée, argilo-calcaire, 
pauvre en matiéres organiques, elle ne contenait qu'une trés 
petite proportion de soufre total, la plus petite méme que nous 
ayons encore rencontrée : 0 gr. 116 par kilogramme de terre 
fine séchée & Vair et passée au tamis de 1 millimetre. Nous y 
avons trouvé, d’autre part, 0 gr. 021 de baryum par kilo- 
gramme. 

Cette terre a été mise en pots, ensemencée avec de l’avoine, 
du colza, de la luzerne et du sarrasin, et maintenue au taux 
d@humidité de 18 p. 100 par des arrosages réguliers & l'eau 
pure ou additionnée de sels nutrilifs. Les germinations se 
sont faites assez régulitrement, mais les jeunes plantes n’ont 
pas tardé & mourir. Nous avons renouvelé les cultures sans 
plus de succés; nous en avons entrepris d'autres aprés avoir 
ajouté 50 p. 100 de sable pour rendre la terre plus perméable, 
les résultats ont été presque aussi mauvais. Et cependant, des 
pots témoins préparés avec une autre terre, les mémes graines, 
la méme eau d’arrosage et les mémes sels nutritifs donnaient 
des cultures normales. 

Nous avons alors soumis la terre 4 une analyse plus compléte 
et nous avons eu la surprise d’y reconnaitre la présence d’une 
minime proportion de sulfures facilement décomposables a 
froid par lacide chlorhydrique. 

Quand on verse un peu de cet acide sur quelques grammes 
de la terre contenus dans un verre & pied, il y a une vive 
effervescence, a cause des 141/2Z p. 100 de carbonate de calcium 
présents; le gaz qui se dégage posstde une odeur schisteuse 
tres nette et aussi, semble-t-il, légerement sulfurée. En répé- 
tant l’expérience dans un flacon que l’on ferme, aussitét apres 
avoir versé l’acide, avec un bouchon garni d'un tube contenant 
une bandelette de papier & l’acétate de plomb, la bandelette se 
colore en brun-noir sur une certaine longueur. 

Nous avons réalisé une démonstration plus rigoureuse en 
opérant de la maniére suivante : 100 ou 200 grammes de terie 
sont placés dans un ballon muni d’un bouchon a travers lequel 
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passent deux tubes coudés et la douille d'une ampoule a 
robinet. On chasse l’air du ballon par un courant de gaz carbo- 
nique, bien lavé & travers une solution d’acélate de plomb. Au 
sortir du ballon, le gaz passe & travers un filtre de coton, puis 
dans un tube a boule de Liebig contenant une solution d’acé- 
tate de plomb a 1 p. 100 additionnée de 0,5 p. 100 d’acide 
acétique. Lorsque l’air est chassé, on arréte le courant de gaz 
carbonique et on laisse couler peu & peu del’acide chlorhydrique 
dilué au 1/3 contenu dans l’ampoule & robinet. Le calcaire est 
décomposé; on s'arrange pour que le gaz dégagé barbotte bulle 
& bulle dans le tube de Liebig; a la fin, quand une nouvelle 
addition d’acide chlorhydrique ne provoque plus d’efferves- 
cence, on fait passer & nouveau le courant de gaz carbonique 
et on chauffe légerement le contenu du ballon pour favoriser le 
départ du gaz dissous. 

On a observé dans ces conditions, avec la terre de l’olivette 
de Langlade, la production dans le tube de Liebig d’un petit 
précipité noir de sulfure de plomb. Ce précipité, séparé du 
réactif dans lequel il a pris naissance, lavé & fond avec de 
Peau légérement acidifiée par lacide acétique, et trailé par un 
peu d’acide nitrique étendu, s’est dissous par oxydation. La 
solution nitrique, évaporée a sec, a laissé un résidu blanc, 
cristallisé, de sulfate de plomb, facilement reconnaissable et 
dont on a pris le poids. Le résultat a été positif aussi bien avec 
la terre de provenance directe qu’avec celle retirée de nos pots 
de culture. 

Au contraire, avec du carbonate de calcium, de la terre du 
jardin de l'Institut Pasteur, plusieurs échantillons de terres 
venant de Bretagne, de l’Yonne et du Gard, nous n’avons 
obtenu aucune précipitation de sulfure de plomb; le réactif 
placé dans le tube de Liebig est resté parfaitement incolore et 
limpide, sans la moindre trace d’anneau ou d’enduit coloré. 

Ii nous a paru facile de déterminer a l'aide de la méthode 
décrite ci-dessus combien il y avait de sulfure dans la terre. 
Nous avons di reconnaitre que cela n’était pas possible. Sous 
influence de l’acide ajouté, il se forme du chlorure ferrique, 
ce sel agit comme oxydant et il ne se dégage qu'une partie, 
probablement méme une tres faible partie de ’hydrogéne sul- 
furé libérable. Nous avons essayé plusieurs maniéres d’atta- 
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quer le sulfure, tenté l’opération en présence d’un réducteur 
tel que I’hydroquinone, le pyrogallol, l’hydrazine et l’hydroxy- 
lamine, etc. En réalisant ces essais avec des quantités connues 
(allant de 10 & 20 milligrammes) de monosulfure de sodium 
ajoutées & de la terre, il ne s’est jamais dégagé qu’une minime 
fraction de l'hydrogéne sulfuré (1 & 2 milligrammes) introduit 
dans le ballon. 

Quel peut ¢tre le sulfure métallique contenu dans la terre de 
lolivetlte sur laquelle porte notre observation? 

On a signalé & plusieurs reprises l’existence de bisulfure de 
fer sous les formes de pyrite et de marcassite dans des tour- 
biéres, des sols marécageux ou submergés (1). Mais il ne peut 
s’agir ici de ces composés qui sont inattaquables par l’acide 
chlorhydrique. Sans doute est-on en présence de protosulfure 
de fer, car le sulfure contenu dans la terre résiste & l’action de 
Vacide acétique qui, le fait est bien connu de tous les analystes, 
n’empéche pas la formation du sulfure ferreux par voie 
humide. If faut aussi penser a d’autres sulfures : de manga- 
nése, voire de zinc, de nickel ou de cobalt, la terre renfermant 
ordinairement des quantités suffisantes des métaux en question 
pour justifier l’hypo!hése (2). 

Quelle que soit sa composition exacte, le sulfure ou le 
mélange de sulfures contenu dans la terre de l’olivette n’est 
probablement pas le seul agent responsable de l’échec de nos 
cultures. Sa présence est lindice de fermentations réductrices 
néfastes dont on peut s’expliquer le développement par 
Vabandon ce la terre aux intempéries et & la culture spon- 


(1) Cragssen (C.). Mitt. Ver. Ford. Moorkult., 43, 1895, p. 444; Munssen (H.). 
Mitt, Ver. Ford. Moorkult., 22, 1904, p. 1; Rosr (Cl. O.). Soil Science, 14, 1922, 
p. 167; Tudaner (W.). Zeit. angew. Chem., 29, 1918, p. 233; Deneratn (P. P.). 
Trailé de Chimie agricole, Paris, 1902, p. 543, 2° édit. 

(2) C’est ainsi que dans 24 terres provenant de la France, de l’Allemagne, 
du Danemark, de I’'Italie, de la Roumanie et de la Serbie, Gab. Bextranp et 
M. Moxracnatz ont trouvé de 5 a 40 milligrammes de nickel et de 1/10 a 
12 milligrammes de cobalt par kilogramme (C. R. Acad. des Sc., 475, 1922, 
p. 112 et 479, 1924, p. 1566, et avec plus de détails, Bull. Soc. Chim., 4° série, 
34, 1922. p. 1330 et 37, 1925, p. 320; 2 la page 327 de ce dernier mémoire, il faut 
lire : supérieures au lieu de : inférieures). D’autre part, dans 78 échantillons 
de terre de France. Mokracnatz a dusé de 4 a 88 milligrammes de zine par 
kilogramme (Thése Fac. Sc., Paris, 1922). La quantité d’hydrogéne sulfuré 
recueillie en partant de 200 grammes de terre de lolivette correspondait a 
2 milligrammes de soufre par kilogramme, c’est-a-dire au double environ de 
zinc, de nickel et de cobalt. 


SULFURES MINERAUX DANS UNE TERRE ARABLE 499 


tanée. Faute de labours et sous linfluence des pluies, la couche 
de terre végétale s'est tassée, elle est devenue peu perméable a 
Yoxygéne almosphérique, et des colonies de microbes aérobies 
ont pu s'y développer en des points de plus en plus nom- 
breux (1). Oncomprend alors que le retournement de cette terre, 
suividu mélange de toutes ses parties, aii donné un résultal 
défavorable. Pour rendre fertile cette terre fatiguée, il ne 
suffisait pas de lui ajouter quelques sels nutritifs, il aurait 
fallu d’abord l'ameublir, faire disparaitre, par l’action de lair 
et du temps, les colonies de microbes réducteurs ou, du moins, 
assurer la prédominance dans sa masse des microbes aérobies. 


(1) Bréan a montré qu’en tassant de la terre dans un long tube par un 
arrosage continu, cetle terre, productrice de nitrates a lorigine, réduisait 
au contraire les mémes sels aprés quelque temps (Ann. agron., 22, 1896, p. 32). 
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LES MATIERES AMYLACEES 
ETUDIEES A L’AIDE DE NOS CONNAISSANCES 
SUR VETAT MICELLAIRE DIT COLLOIDAL 


par M. CATOIRE. 


Le litre de cet exposé est & peu prés le méme que celui d’une 
note présentée par G. Malfitano a l’Académie des Sciences, le 
3 septembre 1906, sur le méme sujet [4]. Dans cet exposé sera 
tres briévement résumée l'histoire de la question de l’amidon 
durant ces vingt-cing dernié@res années, afin de montrer que 
hypothése de la complexité micellaire esquissée dans la note 
sus-mentionnée peut étre considérée comme confirmée par nos 
connaissances actuelles. Les travaux guidés par cette hypothése, 
auxquels j'ai collaboré depuis une dizaine d’années, sont encore 
peu connus et on peut dire méme méconnus; or, il est facile 
de montrer quil y a avantage, pour l’avancement de ces con- 
naissances, & prendre en considération cette théorie autant en 
particulier pour l’amidon qu’en général pour la question de 
état colloidal. 

L’amidon est un colloide des plus typiques, bien plus que 
Valbumine, parce qu’on ne le connait pas a l'état cristallisé. 
Quant a l’albumine, on peut, aprés cristallisation, en préparer 
des ‘solutions qu’on peut considérer & peu prés comme pures, 
c’est-a-dire comme constituées d’unités toutes semblables ayant 
des constantes osmométriques variables en fonction de la con- 
centration, ce qui est le caractére essentiel des solutions molé- 
culaires. Par contre, les empois d’amidon, méme les plus 
‘luides, qu’on a cru pouvoir appeler solutions parfaites, ne sont 
pas des solutions moléculaires, parce que leurs propriétés 
osmotiques ne varient pas avec la teneur en amidon; en tout 
cas, il est facile de constater que ces empois contiennent 
Vamidon a l'état de dispersion trés variée et trés variable 
comme si l'amidon était constitué de micelles de plusieurs 
degrés de dispersion, les plus petites étant formées par la dis- 
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location des plus grandes et toutes ces différentes micelles 
peuvent former des amas se groupant en nombre quelconque, 
ce qui est éminemment le caractére colloidal. 

Il y a vingt-cing ans, on était unanime & considérer l’amidon 
comme un composé moléculaire; et & part quelques auteurs 
(Payen et Persoz, V.-A. Jacquelain) qui avaient constlaté la pré- 
sence constanle de phosphates de chaux, la plupart des auteurs 
considéraient l’amidon comme un composé constilué de radi- 
caux CHO*, qui seraient des molécules d’hexose ayant perdu 
H et OH; ainsi, il y aurait deux valences primaires par les- 
quelles ces radicaux pourraient se relier tes uns aux autres en 
nombre indéfini. 

On considérait donc l’amidon comme un produit de conden- 
sation de molécules d’hexose plutot que comme un polymére 
de Vhexosane, bien qu’une distinction nette entre ces deux 
modes de groupements n’était pas alors précisée. En tout cas, 
dans les formules de structure proposées, comme celle de Schei- 
bler et Mittelmeyer et celle de Siniewski |2), ii s’agissait expres- 
sément de radicaux réunis par des valences primaires et non 
pas de polyméres constitués de molécules entiéres. De plus, 
des prétendues mesures cryoscopiques, comme celle de Saba- 
nejew [3], négligeaient méme Je fait de la variabilité de l'état 
de dispersion et de la présence d’impuretés qui étaient suffi- 
santes & expliquer le tres faible abaissement cryoscopique. 
L’attention des auteurs était surtout orientée vers les polysac- 
charides cristallisables dont lamidon pouvait étre considéré 
comme l’homologue supérieur. 

L’observation histologique des grains d’amidon nalurels, sur- 
tout aprés le chauffage dans l'eau, et encore plus au moyen de 
la coloration par des matiéres colorantes, dénole une différence 
trés netie entre l’enveloppe du grain plus résistante a l’atlaque 
par l’eau et le contenu de ces grains plus facilement liqué- 
fiable; dans d’autres cas, un tel examen révéie la présence d’un 
stroma de matiére résistante retenant une matiére plus facile- 
ment attaquable, c’est pourquoi C. W. Naegeli, comme on sait, 
avait proposé de distinguer deux sortes de matiéres amylacées : 
Vamycellulose et la granulose. La pluralité des matiéres amy- 
lacées dans les grains naturels, dans les empois et dans les 
gelées, lorsqu’elle se manifeste sous l’action de la diastase du 
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malt ou des acides, ou par le vieillissement des empois et des 
gelées, ayant une importance trés considérable pour la tech- 
nique industrielle, a été objet de tres nombreuses études. 
L’hypothése la plus couramment admise était la dualité de ces 
matiéres et les différents auteurs ont cherché a séparer les deux 
prétendus constiluauts en les considérant l'un comme plus 
soluble que l'autre; mais ils se sont heurtés & cette difficulté 
que les empois et les gelées se modifient non seulement avec la 
température et la concentration, mais aussi avec le vieillisse- 
ment et l’action des réactifs et des diastases employés pour 
effectuer leur séparation. Parmi les distinctions les plus accré- 
ditées encore actuellement est celle due 4 Maquenne et Roux, 
a savoir que l’amidon est constitué de deux sortes de matiéres : 
Vamylocel/ulose, facilement attaquable par l’eau, colorable par 
Viode et se transformant intégralement en maltose, et ’amylo- 
pectine, substance mucilagineuse, ala présence de laquelle est 
due la formation de gelée non colorable par liode et difficile- 
ment saccharifiable [4]. Il faut noter ici que ces propriétés chez 
les mémes auteurs sont reconnues comme inconstantes et la 
proportion entre ces deux matiéres comme trés variable pour 
le méme amidon naturel suivant le mode et l’age de la prépa- 
ration. Ii faut aussi noter qu’en dernier lieu l’amycellulose 
avait cédé la place & l’amylose et ce n’était plus un composé 
susceptible de se coaguler (rétrograder), mais un composé trés 
soluble et complétement saccharifiable; enfin, Maquenne et Roux 
ont eux-mémes démountré que l’amidon tout entier pouvait étre 
transformé en sucres réducteurs lorsqu’on opére l’amylolyse 
et la saccharification par des diastases ayant vieilli et ayant été 
séparées de leur sédiment, en sorte que la distinction qui avait 
élé fondée dés le début sur des différences microscopiques trés 
apparentes élait devenue méconnaissable et aléatoire & mesure 
qu'on cherchait la préciser. 

La mati@re minérale constituée de phosphates et de silicates 
alcalino-terreux, constatée dans Jes grains d’amidon dans la 
proportion de 4 4 3 milligrammes par 1 gramme d’amidon, était 
en général considérée comme une impureté. C’est a A. Fern- 
bach (5) qu’on doit d’avoir montré, indépendamment de Payen 
et Persoz [6], que les phosphates sont de véritables composants 
de l’amidon, avec cette remarque que la teneur des phosphates 
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est plus grande dans les petits grains que dans les gros. 

De plus, J. Wolff et Fernbach [7] ont fait connaitre l’amylo- 
coagulase et, dans leurs recherches pour expliquer celte coa- 
gulation de lamidon par les diastases extrailes des grains 
d’orge, ils ont reconnu l’extréme importance non seulement 
de la réaction des empois, mais aussi de l’influence des oxydes, 
soit alcalins, soit alcalino-terreux et en particulier de la chaux. 
I] faut souligner cette autre remarque & laquelle, comme on va 
le voir, il faut attacher une importance beaucoup plus grande 
que ne le font les auteurs eux-mémes (8), & savoir : « vis-a-vis 
de l’action de l’acide, l'amidon se comporte comme un mélange 
de phosphates primaires monobasiques avec une petite quantilé 
de phosphates secondaires bibasiques », mais ces auteurs ont 
renoncé a faire des hypotheses sur le lien qu’il pouvait y avoir 
entre la matiére minérale et la matiére organique. 

Les travaux de Maquenne et Roux, d'une part, et ceux de 
Fernbach et Wolff, d’autre part, ne comportaient aucune théorie 
sur la constitution de l’amidon. Ce fut en vue d'une telle théorie 
que M. Malfitano proposa |1| l’hypothése suivante : l’amidon 
nest pas constitué de molécules mais de micelles, et ces 
micelles sont composées par le groupement de molécules 
C’HO* autour de l’anion phosphorique d’une molécule de 
phosphate alcalino-terreux en spécifiant que le schéma suivant : 


[Po(C#H"08)) — 


explique les faits constatés par Fernbach et Wolff et par 
Maquenne et Roux par analogie avec les propriétés des phos- 
phates qui varient selon la nature des cations. Cetle hypothése 
était conforme a celle qu’en 1904 G. Malfitano [9| avait émise 
en ce qui concerne la constitution de l'état micellaire, dit col- 
loidal, en général, et c’était une hypothése de premiere approxi- 
mation qui a été le point de départ de la théorie de la com- 
plexité micellaire & plusieurs degrés. 

Les recherches poursuivies, de 1906 4 1926, par G. Malfitano 
en collaboration avec M'® A. Moschkoff et moi-méme ont été 
guidées par celte hypothése qui avait pu paraitre prématurée 
et peu vraisemblable parce qu’elle faisait appel & un type de 
composés peu connus alors, ceux appelés par Werner : com- 
plexes, et dont la notion n’était pas encore adoptée en chimie 
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organique. La précision en était utile, parce qu’ ‘ainsi la ques- 
tion des dimensions des micelles fut nettement posée ; en effet, 
on fut conduit & la découverte du fait que les grandeurs des 
micelles ne peuvent pas varier par addition ou soustraction 
d’une simple molécule, mais que ces variations se font suivant 
une progression géométrique, donc par formation de complexes 
aux dépens d’autres complexes. En assignant aux complexes 
de premier degré la formule : 


(Mea) — by + (1) 


il faut admettre la possibilité de formation de complexes de 
deuxiéme degré ou micelles suivant le schéme : 


: iz 
[(Maaby)?(Maa)] —~ by + 2) 


et de ces micelles de premier degré, la formation de micelles de 
deuxiéme degré ou de complexes de troisieéme degré, selon le 
schéme : 

(M.a6,)XMoa)by2[M.caby)»(Maa)] | = by +: (3) 


Ul est vraisemblable qu’il existe aussi des micelles encore plus 
complexes dont le schéme serait malaisé 4 transcrire. 

L’examen de ces schémes permet d’en déduire ces quatre 
conditions de l’existence des micelles et de leurs propriétés : 

1° Divisibilité des unités de grandeurs échelonnées suivant 
une raison géométrique ; 

2° Dualité des composants, l'un M non électrolyte, et l’autre 
a 6 électrolyte ; 

3° Dissimulation d’un des ions a en totalité et des ions de 
signe contraire 6 en partie ; 

4° Influence sur |’état des micelles de ionisation, donc de 
la nature des cations. 

Cette systématisation permet de poser des questions précises 
que l’expérience a pu et pourra mieux résoudre et constitue en 
tout cas un cadre pour exposer avec ordre les faits mis & jour 
dans ces recherches. 
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1° GRANDEUR DES UNITES MICELLAIRES ECHELONNEES 
SELON UNE RAISON GEOMETRIQUE. 


Les batonnets, les globules et les feuillets d’amidon qu'on 
obtient, comme on sait, par congélation d’empois d’amidon, 
sont de deux sortes [10] : certains sont formés de matiére 
transparente, d’autres de matiére granuleuse. Les batonnets 
transparents constituent un matériel de choix. pour établir la 
différence entre le processus de dissolution d’un cristal en 
molécules et la défloculation [41] des micelles en micelles plus 
petites. Lorsqu’on chauffe modérément ces batonnets transpa- 
rents entre lame et Jamelle du microscope, on apercoit que ces 
petites masses se gonflent, perdent leur transparence et la net- 
teté de leurs contours; & l’examen ultra-microscopique, on 
remarque que l’eau ne les imbibe pas uniformément, mais 
semble s’étre interposée dans une trame qu'elle met ainsi en 
évidence. Si on chauffe davantage, la masse se défait en petits 
flocons qui apparaissent comme des nuages sans contours 
définis et qui, lorsqu’on chauffe encore plus, se dispersent dans un 
liquide opalescent. Quant aux feuillets granuleux, eux aussi se 
modifient durant le chauffage pareillement par stades successifs. 

Les formes de gelée d’amidon produites: par la congélation, 
qu’elles soient transparentes ou opaques, sont constituées 
d’amas et de chapelets de micelles divisibles en micelles d’au 
moins trois tailles différentes, comme on le voit en chauffant 
cette gelée dans l’eau alcoolisée. Les liquides laiteux obtenus 
ainsi, observés 4 lultramicroscope, sont constitués de granules 
réfringents, les uns nettement visibles, les autres 4 peine 
perceptibles individuellement, les troisiémes seulement accusés 
par l’opalescence du liquide. Dans des conditions analogues, 
un cristal de glucose ne fait que diminuer de volume jusqu’aé 
ne former qu’un point qui disparait dans un liquide toujours 
transparent. 

Les empois fluides et limpides 4 chaud, durant le refroidis- 
sement deviennent d'abord opalescents, puis troubles et enfin 
se gélifient ou forment un sédiment, et Tobservation ultra- 
microscopique permet de retrouver les formes qu'on avait 
perdues de vue par défloculation. 


506 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


La filtration d’empois [42) peu concentrés (0,1 p. 100) et 
ayant été chauffés  |’ébullition montre que la matiére amylacée 
est constituée de particules de tailles trés différentes ; ce n’est 
pas seulement que la filtration devient de plus en plus lente, 
mais aussi que les portions du filtrat laissent de moins en 
moins de matiére seche, ce qui prouve que l’amidon ne déflo- 
cule pas en particules de grandeur uniforme, mais en micelles 
et en amas de micelles de tailles différentes. 

Tous ces faits montrent [43] indiscutablement que l’amidon 
doit étre constitué non pas de deux ou de trois sortes de molé- 
cules, mais de deux ou de trois sortes de micelles qui se dislo- 
quent en d'autres micelles suivant une série de degrés trés 
nombreux de dimensions échelonnées selon une raison géomé- 
trique conformément a la premiére condition déduite de la 
complexité micellaire (42). 


2° DuALité DES COMPOSANTS, L’UN ELECTROLYTE, 
L’ AUTRE NON ELECTROLYTE. 


La fécule de pomme de terre, et encore plus l’amidon de 
mais, étant solubilisés soit par les acides, soit par eau sur- 
chauffée, et ces liquides ayant été soigneusement filtrés, 
peuvent ¢tre considérés comme débarrassés du sable et des 
concrétlions siliceuses dont on a raison de soupgonner l’exis- 
tence, méme dans la fécule préparée au laboratoire avec de la 
pulpe de pomme de terre bien lavée & l'eau distillée. En addi- 
tionnant des quantités massives de HCl fumant, il se forme 
dans ces liquides un précipité nuageux qui sédimente rapide- 
ment; c’est dans ce précipité qu’a été mise en évidence la pré- 
sence de quantités sensibles de SiO? (44) (4 8 5 milligrammes 
pour 100 grammes de fécule) et on a constaté qu’il y ena 
davantage dans des préparations obtenues aux dépens des 
enveloppes des grains de fécule éclatés aprés gonflement par le 
chauffage et vidés de leur contenu, que dans celles obtenues 
avec les grains enliers, et aussi qu’il y en a davantage dans 
Vamidon de mais que dans la fécule de pomme de terre. II est 
tres vraisemblable que l’acide silicique soit associé a la matiére 
amylacée et c’est ce composé qui constitue la part de l’amidon la 
plus résistante a l'attaque par l’eau ou par les diastases, laquelle 
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se trouve dans les enveloppes et les stromas. C'est & une telle 
matiére que convient le nom d’amylocellulose proposé par Nae- 
geli; en général, 4 ce propos, il faut attirer l’attention sur le 
fait que la silice est présente dans les différentes celluloses et 
que ce pourrait étre le facteur de la synthése et la cause de la 
remarquable résistance de la cellulose comparalivement avec 
Vamidon [15]. 

L’amidon dit soluble préparé par le procédé de J. Wolff et 
A. Fernbach est constitué de grains ayant conservé leur aspect 
naturel, mais ces grains ont perdu un tiers environ de la matiére 
minérale; cet amidon présente la particularilé remarquable 
quil donne des empois trés fluides & des concentrations 
(5 840 p. 100) auxquelles l’amidon naturel donnerait des gelées 
épaisses. Nous avons pris cet amidon soluble comme point de 
départ [43] pour une suite systématique d’opérations de frac- 
tionnement par congélation et redissolution du coagulum ainsi 
obtenu par chauffage & 100°, et nous avons pu constater qu’en 
ce cas, au bout de 4 ou 5 opérations, on obtient un résullat 
constant 12) : le liquide ne contient qu’environ 10 milligrammes 
au litre d’amidon et une quantité inappréciacle de matiéres 
minérales, la conductivité de ce liquide est d’ailleurs voisine de 
celle de l'eau employée. Dans ce coagulum la teneur en sel par 
rapport a la matiére organique demeure aussi constante; elle 
est de 76 milligrammes pour 100 grammes de fécule séche, 
dont 30 milligrammes de P?O° et 4-5 milligrammes de SiO’, et 
lorsque Von a soin d’additionner Na HCO? avant d’incinérer on 
reltrouve 67 milligrammes pour 100 de P?0°. La teneur en P?0° 
de cet amidon macéré dans HCl et purifié par congélations suc- 
cessives est trés voisine de celle de l’amidon naturel dont on 
était parti (71 milligrammes pour 100 grammes de la matiére 
séche). Cette constatation enléve toute vraisemblance a lopi- 
nion que la présence des phosphates soit due simplement a 
adsorption. Le rapport entre la matiére minérale et la matiére 
organique pour un amidon donné a été trouvé constant durant 
des opérations de macération dans les acides et de séparation 
par congélation qui, si les phosphates étaient seulement 
adsorbés par l’amidon, auraient di avoir comme effet la sépa- 
ration de la matiére minérale d’avec la maniére organique; 
d’autant plus que l’on constate qu'une telle séparation a lieu 
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lorsque les phosphates étrangers ont été ajoutés aux empois. 

Le fractionnement par congélation d’empois chauflés a 
haute température (120°-130°) fait diminuer le taux de la 
matiére minérale, mais n’aboutit jamais & une déminéralisa- 
tion compléte 416]. Les phosphates et les silicates, étant inti- 
mement Jiés & l’amidon neturel, lorsque par chauffage & haute 
température on s’efforce d’en opérer la séparation, cest & une 
transformation trés profonde de l’amidon qu’on aboutit qui est 
la dextrinisation. L’amidon qui donne des empois et bleuit par 
liode contient toujours des cendres et lorsque la part minérale 
lui a été soustraite, il s’est transformé en un composé qui ne 
bleuit plus par Viode et qui est constitué de dextrines de poids 
moléculaire élevé, peu solubles & froid. 

Ces faits montrent que les micelles d’amidon naturel ne sont 
pas constiluées seulement de matiéres organiques, mais qu’elles 
sont des complexes, ou le glucide C*H*U* est associé avec des 
phosphates dans l’amylopectine et avec des silicates dans 
l'amylo-cellulose; ce ne sont que les produits de la décomposi- 
tion de l’amidon naturel qui sont les dextrines [47] et qui 
peuvent étre considérés comme des matiéres purement orga- 
niques dont les polyméres les plus élevés constituent l’amylose. 
Ainsi, ces faits confirment la théorie de la complexité micellaire 
parce qu ils vérifient la deuxiéme condition, la dualité de compo- 
sition des micelles. 


3° DissiMULATION D’UN DES IONS EN TOTALITS 
EY DE LION DB SIGNE CONTRAIRE EN PARTIE. 


Kn ajoutant des électrolytes variés aux empois trés fluides 
d’amidon et en purifiant par congélation on constate que si les 
anions élrangers sontadsorbés et se retrouvent dansle coagulum, 
ils le sont en quantités trés faibles qui disparaissent au bout de 
2 ou 3 opérations successives; par contre, les cations des élec- 
trolytes addilionnés se retrouvent dans le coagulum et y 
demeurent d’une maniére constante malgré la purification et 
cela dans des proportions telles qu'il faut admettre qu’ils 
aient pris la place des cations contenus naturellement dans 
Yamidon. Ce fait montre encore plus l’invraisemblance de 
lhypothése que les phosphates et les silicates soient adsorbés 
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et, par contre, la vraisemblance de l’hypothése que les anions 
de ces acides constituent des complexes avec la matiére orga- 
nique, demeurant susceptibles d’étre compensés par des cations 
adventices. 

Le fait que anion phosphorique et l’anion silicique ne 
peuvent étre substitués par d’autres anions (Cl—, SO4= par 
exemple) montre qu’ils occupent une situation centrale dans la 
micelle d’amidon, tandis que les cations peuvent étre en partie 
facilement, en partie plus difficilement, substitués par d’autres 
cations et c'est ce qui permet de supposer que ces cations se 
trouvent dans des couches périphériques plus ou moins éloi- 
gnées du centre. C’est justement ce fait de la différence dans la 
maniére de réagir des cations qui semble étre bien représenté 
dans les schémes ci-dessus qui symbolisent les complexes de 
complexes; et cela vérifie la troisiéme condition de la théorie 
de l’état micellaire. 


4° L’IONISATION DES MICELLES DETERMINE LEURS PROPRIETES. 


L’amidon est un colloide hydrophile parce que ses micelles 
restent en solution sans élre ionisées et ne sont pas précipitées 
par addition d’électrolytes. Or, cette stabilité en solution est 
apparente [18]; lorsque les micelles dénuées de charges élec- 
triques sont comprimées les unes contre les autres durant la 
congélatioa, elles s’agglomérent, et aprés fusion de la glace 
elles ne reviennent plus en solution, tandis que les micelles 
ionisées apres décongélation reviennent spontanément a |’état 
de solution. 

L’analyse montre que le coagulum contient les 9/10 de la 
matiére organique et les 7/10 de la maticere minérale environ, 
ce rapport étanlt variable avec Ja température de défloculation ; 
d’autre part, on retrouve dans le liquide 1/10 de la matiére 
organique et les 3/10 de la matiére minérale, ce liquide ayant 
une conductivité égale a celle de l’empois qu’on avait soumis & 
la congélation. On peut présumer que le liquide contient les 
micelles les plus riches en matiére minérale et & 1|’état ionisé. 
Ainsi, l’on constate que l'hydrophilie de l’amidon ne contre- 
vient pas & la régle que la stabilité des micelles en solution est 
déterminée par l’ionisation. 
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L’addition de petites quantités d’électrolytes est apparem- 
ment sans influence sur les empois d’amidon, mais lorsqu’on 
soumet ces empois a la congélation cette influence apparait 
tres considérable : lorsqu’on a additionné des acides forts ou des 
bases alcalines 4 des empois fluides et limpides on retrouve ces 
réactifs presque intégralement en solution aprés la décongéla- 
tion et ils maintiennent en solution des proportions croissantes 
jusqu’a la totalité de l’amidon. Pour une dose suffisante 1/10 N 
environ (HCL ou NaOH) dans les empois 4 1 p. 100 de fécule 
on n'obtient plus de coagulum. Les autres électrolytes agissent 
d'une maniére analogue d’autant quils sont plus ionisables; 
ils sont en partie adsorbés par l’amidon coagulé durant la con- 
gélation, mais on peut facilement éliminer ces électrolytes 
avec une part de la matiére organique par des congélations et 
des redissolutions répéltées. 

Ainsi on constate que lorsque l’amidon adsorbe des ions 31 
reste & l'état ionisé et dispersé d'une manitre stable. 

La dessiccation a la température ordinaire {19] met en évi- 
dence l’influence de lionisation des micelles sur leur solubi- 
lité. Les morceaux de gelée obtenus par congélation d’empois. 
trés fluides et trés limpides contenant des petites quantités 
suffisantes de cations polyvalents, étant encore humides, se 
gonflent, défloculent et forment des empois visqueux et gru- 
meleux; mais ayant été desséchés ces morceaux de gelée ne se 
gonflent plus dans l’eau bouillante, ne défloculent qu’étant 
chauffés & 150° et les solutions, aprés refroidissement, donnent 
un précipilé pulvérulent. Les grains d’amidon naturel auxquels 
on a incorporé des cations polyvalents se comportent de la 
méme maniére : étant encore humides ils se gonflent et déflo- 
culent difficilement ; ayant été desséchés ils deviennent beau- 
coup plus résistants & Vattaque par l’eau. Par contre, les 
morceaux de gelée et les grains d’amidon naturel traités par les 
acides faibles afin de substituer les cations polyvalents qu’ils 
contiennent par des cations monovalents, aprés dessiccation & 
la température ordinaire ne gonflent plus, mais se dissolvent 
trés facilement et complétement dans l’eau chaude, et méme 
un peu dans l’eau froide; leurs solutions concentrées, en 


refroidissant, ne donnent pas de gelée, mais des matiéres 
crémeuses. 
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La chaleur séche entre 80° et 120°, soit & l’étuve, soit en 
chauffant dans l’alcool anhydre, transforme !amidon en une 
matiére soluble & froid dans Veau, d’autant plus facilement et 
complétement que cet amidon a une réaction acide et qu il est 
pauvre en cations polyvalents : c’est la dextrinisation. Lorsque 
Vamidon a une réaction neutre et qu'il est riche en cations 
polyvalents la dextrinisation exige une température plus élevée 
et le produit est incomplétement soluble dans |’eau froide; dans 
eau chaude il se dissout, mais donne un précipité apres refroi- 
dissement. I] est remarquable, par contre, que la chaleur 
humide par chauffage dans l’alcool faiblement aqueux trans- 
forme |’amidon neutre contenant des cations polyvalents en 
une matiére qui ne se gonfle plus et ne déflocule que trés diffi- 
cilement dans l'eau bouillante; cette matiére redevient soluble 
par traitement par les acides faibles qui lui enlévent les cations 
polyvalents. Comme on sait, la préparation de l’amidon soluble 
selon Wolff et Fernbach [20] est influencée par la nature des 
bases minérales; on voit qu'il en est de méme de la dextrini- 
sation. 

Les propriétés de gonflement, de défloculation et de réiro- 
gradation de |’amidon dépendent de la nature des cations qui 
compensent les anions amyloso-phosphoriques et amyloso- 
siliciques; comme on sail, lorsque les anions phosphoriques et 
siliciques sontassociés avec des cations monovalents H+, Nat, 
K+, ces composés moléculaires sont solubles et ionisables; 
lorsquils sont associés avec des cations polyvalents Cat, Mgt 
ils ne sont plus ionisables et sont insolubles; on voit qu'il en 
est de méme des amyloso-phosphates et des amyloso-silicates 
micellaires. 

Tous ces fails montrent qu’en lous cas les propriétés les plus 
saillantes des micelles de l’amidon naturel, qui sont des 
amyloso-phosphates et des amyloso-silicates, dépendent de la 
valence de leurs calions, méme lorsqu’ils sont présents en faible 
quantité. Par contre, les micelles qui sont des polyméres de 
polyméres des glucides sont moins sujettes a l’influence des 
cations et ne se combinent avec eux que lorsque ces calions 
sont a l'état de bases. Ces faits sont conformes a la quatriéme 
condition de l'état micellaire. 
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Les quatre conditions de |’état micellaire forment, comme if 
a 6té dit, un cadre dans lequel tous les faits connus jusqu’ich 
sur l’'amidon peuvent étre rangés avec ordre et groupés sui- 
vant ces quatre calégories principales de faits, et leur 
ensemble cohérent peut étre résumé par une théorie générale 
dans laquelle, comme on va le voir, sintégrent les autres 
théories particuliéres. 

L’amidon naturel est constitué de micelles biologiques, les- 
quelles sont constituées de micelles chimiques dont chacune 
est un complexe de complexes; en chaque complexe plusieurs 
centaines de molécules du glucide sont associées & une molé- 
cule soit de silicate, soit de phosphate alcalino-terreux. L’appa- 
rente disproportion entre le nombre trés grand de molécules 
minérales disparait en considérant que les molécules du glu- 
cide ne sont pas associées individuellement avec la molécule 
minérale, mais forment des micelles qui sont des polyméres de 
polyméres de plusieurs dizaines de termes; ainsi le nombre de 
ces micelles est pelit et le rapport entre ces unités organiques 
pluri-moléculaires et la molécule minérale est de l’ordre d’un 
complexe normal. 

Les micelles de l’amidon naturel sont biologiques parce que 
nous savons les disloquer, mais non les obtenir par synthése; 
elles sont de deux sortes principales: celles, ot Ja part minérale 
est principalement constituée de silicates et que nous appelons 
amylo-cellulose, et celles ot la part minérale est principalement 
constituée de phosphates, que nous appelons amylopectine. 
Liamylo-cellulose et l’'amylopectine qui se trouvent dans les 
enveloppes des grains de fécule et dans les stromas, sont 
combinées surtout avec des cations polyvalents; ces parties des 
grains naturels se gonflent et défloculent moins facilement que 
lamylopectine combinée surtout avec des cations monova- 
lents, qui se trouve dans le contenu des enveloppes et entre les 
mailles du stroma. 

Mais il faut bien se garder d’identifier ces composés biolo- 
giques de haute complexité qui existent dans l’amidon naturel 
avec les produits de leur dislocationfet de leur dénaturation 
qui se rencontrent dans les empois et surtout dans les résidus 
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de l’'amylolyse. Les produits de dislocation de l'amidon sont 
innombrables, mais ils peuvent se ranger en trois catégories. 

Parmi tous ces produits nous admettons l’existence de 
Vamylose qui serait un polymére de polyméres du glucide 
associé, molécule par molécule, avec l'eau : 


m § n[p(C8H!°O%H20)| ¢. 


C'est le composé de haute polymérisation qui par déshydra- 
tation donne les dextrines qui sont les polyméres d'un nombre 
croissant de termes. Cette amylose et ces dextrines ne pré- 
existent pas a l’état libre dans lamidon naturel, mais sont a 
l'état de composants des complexes amyloso-phosphoriques et 
amyloso-siliciques. Les autres produits sont : les uns trés 
solubles étant des complexes amyloso-phosphoriques ayant 
comme cation H* ou K~* en prévalence, donc ionisables; les 
autres, plus ou moins insolubles, étant des complexes amyloso- 
phosphoriques et amyloso-siliciques, oi les cations Caz et 
Mg; sont en prévalence et par conséquent non ionisables. Les 
uns et les autres peuvent avoir été des composants des micelles 
biologiques, ou ils peuvent avoir été plus ou moins profondé- 
ment modifiés par dislocation, parce que les cations qui les 
compensaient a l'état naturel ont été substitués par d’autres, 
soit ceux contenus dans le grain lui-méme, soit ceux apportés 
avec les impuretés de l’eau et des vases, ou avec les réactifs ou 
surtout avec les diastases. 

Le gonflement et la défloculation de Vamidon dans [eau 
chaude a lieu parce que, la chaleur aidant, les complexes 
s'ionisent, se repoussent et font place 4 la pénétration de l'eau. 
Ensuite, les grandes micelles se disloquent en petites, celles-ci 
en complexes et ceux-ci en polyméres de polyméres. Le gon- 
flement et la défloculation qui résulte de l’action de certains 
électrolytes se fait suivant le méme processus qui, dans le cas 
de l’'acide, opére une dépolymérisation et méme une hydrolyse 
du polyglucide. L’action de la chaleur séche, en éliminant les 
molécules d’eau qui sont des conslituants des micelles, semble 
avoir comme effet la séparation de la part minérale de la part 
organique ainsi que la dépolymérisation de celle-ci, qui est la 
dextrinisation. 

Cet apercu théorique non seulement permet d’expliquer les 
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propriétés de toutes les matiéres amylacées, mais il permet 
aussi de formuler une hypothése plausible et vérifiable en ce 
qui concerne la synthése de l’amidon et la formation des grains 
naturels au sein des cellules. 

La synthése de l’amidon ne peut étre présumée qu’en assi- 
enant un role indispensable de catalyseurs aux anions PO*= et 
SiO‘=. Par l’intermédiaire de la formation d’esters hexose- 
phosphoriques et hexose-siliciques, les molécules d’hexose 
peuvent subir des transpositions par lesquelles les molécules 
simples CH"O* se transforment en molécules doubles 
C°H""0:.H?0. De plus, les mémes anions fonctionneraient 
comme centres de polymérisation des molécules d’hexosane et 
d’agerégation de ces polyméres autour d’eux pour former des 
complexes et ensuite des complexes de complexes. Ce serait 
suivant les alternatives de la réaction vers |’acidité ou vers 
Valcalinité et surtout suivant la teneur et la valence des cations 
dans le milieu qu'il y aurait ou dislocation de ces micelles ou 
leur agglomération en couches superposées et c’est ainsi que se 
formeraient les grains. 


La théorie micellaire de l’amidon esquissée ici permet de 
juger quelle est la part bien fondée et la part caduque des 
autres théories et nous allons les soumettre ici & une telle cri- 
tique en les distribuant en 4 groupes qui correspondent aux 
4 aspects de la question. 

1° Les faits et les hypothéses qui suivent ont été apporlés par 
des auteurs qui n'ont pas pris en considération l'état colloidal 
de l’'amidon et n’ont pas tenu compte suffisamment de l’influence 
des matiéres minérales sur les propriétés de ce composé bio- 
logiaue. 

L. Maquenne avait résumé [24], [4] dans des mémoires 
publiés de 1904 & 1906 ses recherches avec Eug. Roux sur la 
rétrogradation de l’amidon en rejetant l’ancienne distinction 
des deux matiéres amylacées, l’amylocellulose constituant les 
enveloppes et la granulose constituant le contenu des grains; 
selon lui l’amylocellulose prendrait naissance dans les empois 
pendant le vieillissement, n’étant qu’une forme rétrogradée 
(coagulée) de l’amidon précédemment dissous, et il proposait 
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une nouvelle distinction des deux matiéres, lesquelles préexis- 
teraient dans l’amidon naturel : l’amylopectine et l’amylose, 
dont la différence consisterait en ceci : l’amylose serait parfai- 
tement soluble, facilement saccharifiable et colorable par l’iode 
et l’'amylopectine serait insoluble, mucilagineuse, se gonflant 
dans l’eau bouillante sans se dissoudre, difficilement sacchari- 
fiable, et donnant au cours de l’amylolyse, par la diastase du 
malt, des dextrines résiduelles non saccharifiables et non colo- 
rables par liode. Toutefois Eug. Roux [22], en 1905, avait 
montré que si l’on opérait la saccharilication sur des empois 
chauffés & 120°, refroidis rapidement, et additionnés aussitét 
de diastases, on n’oblient presque pas de dextrines résiduelles; 
en ce cas l’amylopectine serait disparue. 

L. Maquenne et Eug. Roux [4], en 1906, avaient montré 
qu'on obtient une saccharification compléte avec un rendement 
théorique en maltose lorsqu’on opére la saccharification avec 
des diaslases acidifiées ou auto-excitées (ces derniéres ne 
seraient selon nous autre chose que des diaslases ayant subi 
Vaulolyse et ayant déposé un sédiment qui avait entrainé la plus 
grande part des sels alcalino-terreux). Ce fut a l'occasion de 
ces publications, qui ne manquaient pas de paraitre contradic- 
toires, que G. Mallitano, en 1906, fit paraitre une note [41] dont 
sont extraits les passages suivants : 

« Toutes ces données expérimentales resltent imprécises et 
les théories émises sont souvent en contradiction avec les faits. 
Cela tient, 4 mon avis déj& exprimé ici (Séance du 11 sep- 
tembre 1905) a ce que l’on a négligé d’étudier les liaisons que 
la matiére organique contracte dans ces cas avec la matiére 
minérale eta ce quel’on a voulu appliquer les idées quirégnent 
dans la chimie moléculaire. Or, on n’a jamais pu préparer, 
avec aucune de ces matiéres, depuis ]’amidon naturel jusqu’aux 
derniéres dextrines avant le terme de maltose, des solutions 
moléculaires. Uelles-ci doivent répondre a la condition essen- 
tielle d’avoir des constantes physiques variant en fonction de 
la concentration et d'une maniére réversible. Par contre, 
toules ces matiéres forment des solutions colloidales... Les 
produits solubles seulement & hautes températures (amylocel- 
lulose) et qui, élant coagulés, ne se colorent pas par Viode et ne 
se transforment pas ou trés lentement en maltose, paraissent 
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constitués de micelles contenant des électrolytes pas du tout 
ou faiblement dissociés, tels les phosphates alcalinoterreux. La 
coagulation partielle pendant Ja saccharification (amylocoagu- 
lase) pourrait étre due aussi & la chaux apportée avec les 
liquides diastasiféres. Dans l'étude des albumines et de la pro- 
téolyse aussi bien que dans celle de l’amidon et de l’amylolyse, 
on s’est efforcé d’envisager des produits différemment solubles 
comme des corps formés de molécules différentes. Or, dans cet 
ordre d'idées aucune hypothése n’a été démontrée, car tous les 
produits de la protéolyse aussi bien que ceux de |’amylolyse, 
si l'on fait abstraction des cendres, ont la méme composition 
eentésimale et leurs propriétés ne peuvent aucunement étre 
rapportées 4 des constitutions moléculaires différentes. J’ai 
déja émis l’opinion (Séance du 27 novembre 1905) que le 
mécanisme de la protéolyse est essentiellement le fait de modi- 
fications entre les rapports que les matiéres organiques contrac- 
tent avec les mati#res minérales. La question se pose et parait 
plus facile & résoudre pour l’amidon et dans l’amylolyse. Les 
différentes matitres amylacées jusqu’aux dextrines ne seraient- 
elles pas formées par le méme composé insoluble, la maltosane, 
associé & des électrolytes différents, d’ot la différence de leurs 
propriétés physiques? Cette hypothase présente l'avantage de 
pouvoir étre soumise a l’expérience ». Ces considérations con- 
firmées dans la suite par l’expérience n’ont attiré aucunement 
Vattention des auteurs qui se sont occupés de |’amidon. 

M"e Gatin-Gruzewska [23], en 1908, fit connaitre les faits 
snivants : dans les empois qui ont été additionnés de grandes 
quantités de NaOH, laddition d’alcool forme un_ précipité 
ayant les propriétés de l’amylopectine; de plus, lorsque des 
grains de fécule sont attaqués avec ménagement par des solu- 
tions de NaOH, ils se gonflent, éclatent et se vident de leur 
conteau soluble. Ainsi ce serait la matiére des enveloppes 
résistantes aux traitements qui constituerait l'amylopectine, 
tandis que la part la plus soluble constituerait l’amylose; la 
proportion respective, variable d’ailleurs, est, pour 100 de 
fécule, de 40 d’amylopectine et de 60 d’amylose. 

Ces faits ne sont explicables qu’en admettant, selon le point 
de vue de G. Malfitano, que cette amylopectine n’est autre 
chose que la part d’amidon Ja plus intimement associée avec 
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des phosphates et des silicates alcalinoterreux, lesquels, 
comme on sait, sont insolubles dans les solutions de NaOH et 
une telle explication est vérifiable expérimentalement par 
analyse des cendres; on constate que dans ces résidus et ces 
précipités sont accumulés les sels insolubles alcalino-terreux. 

L. Maquenne, en commentant la note de M™° Gatin-Gru- 
zewska |24|, écrivait que l’amylopectine doit étre vraisembla- 
blement constituée par la condensation de molécules d'amylose 
de la méme manitre que l’amylose est un produit de conden- 
sation des sucres; ainsi, et il le soulignait expressément, 
qu’entre les amylopectines les moins résistantes et les amyloses 
les moins solubles il ne peut y avoir de transition brusque, ces 
deux sortes de substances étant des mélanges de composés plus 
ou moins condensés. I] est de plus & remarquer qu’a ce méme 
propos L. Maquenne affirme que lempois d’amidon n’est pas 
une solution colloidale puisqu’il est constitué d’une part de pel- 
licules d’amylopectine et, d’autre part, d’une solution parfaite 
d’'amylose et que ce serait dans les empois ayant été surchauffés 
qu apparaitraient apres refroidissement des granules colloi- 
daux. En somme, selon L. Maquenne, les différences des pro- 
priétés entre les amylopectines et les amyloses se réduiraient & 
des différences de poids moléculaires, c’est-a-dire ne consis- 
teraient que dans le nombre des radicaux groupés en molécules 
d'une série de composés homologues. 

Cette explication est erronée parce qu il suffit de traces de 
cations polyvalents pour qu'une telle amylose se iransforme en 
une amylopectine des moins solubles et inversement. Rappe- 
lons le fait suivant publié par nous (19). La partie tout a fait 
limpide d’un empois d’amidon trés dilué, obtenue par chauffage 
& 80° qui contient ainsi la part la plus soluble de l’amidon a 
laquelle conviendrait le nom d’amylose selon L. Maquenne, a 
été séparée du liquide par congélation et, lorsqu’elle a été des- 
séchée a la température ordinaire, devient une matiére qui se 
gonfle sans se dissoudre dans l'eau bouillante, et lorsqu’on la 
dissout & 150° elle reprécipite aprés refroidissement. L’analyse 
des cendres nous a montré que cette modification d’une matiére 
tres soluble en une matiére trés résistante était due & la subs- 
titulion des cations monovalents par des cations polyvalents 
apportés avec des traces d'impuretés. 
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Ch. Tanret [25] en 1914-1915 opérait la séparation entre 
l'amylopectine et l’amylose en épuisant des grains d’amidon 
avec de l’eau bouillante, en décantant et en filtrant la part 
soluble et en pesant le résidu non dissous. Selon ses résultats, 
le rapport entre l’amylopectine et l’amylose serait de 70 : 30, 
d’ailleurs faiblement variable dans les différentes sortes 
d’amidon. Cet auteur avait négligé les observations suivantes 
faites précédemment par G. Malfitano et A. Moschkoff [12] : 
« Il ne faut donc pas croire, ainsi qu’on l’affirme, que les 
empois ne contiennent qu'une matiére dissoute, & cdté de 
matiéres a l'état de petits grumeaux. C’est une grande variété 
de particules de dimensions différentes que les systémes 
amidon-eau contiennent toujours, quel que soit leur aspect. Et 
la variété de ces particules est tellement grande que nous ne 
réussissons jamais 4 les fractionner rigoureusement, c’est-a- 
dire que nous ne pourrons pas préparer avec |’amidon des sys- 
temes de particules toutes identiques. On comprendra d’autant 
mieux cette impossibilité lorsque nous aurons montré avec 
quelle grande facilité ces particules se subdivisent suivant les 
changements de Ja concentration et de la température. » Et 
plus loin, il était dit que l'état de dispersion est surtout 
influencé par la réaction du milieu et par la nature et la teneur 
des électrolytes présents et qu’ainsi ces matiéres ne different 
pas par la solubilité des molécules organiques du glucide, 
mais par l’association de ces molécules avec des électrolytes de 
solubilité différente. 

Ling et Nanji [26], en 1923, ont fait connaitre un nouveau 
procédé pour préparer l’amylopectine qui consiste & traiter les 
empois avec une diastase contenue dans l’orge non germée pré- 
cipitée par l’alcool et desséchée; en ce cas, l’amylose est sac- 
charifiée et 30 p. 100 d’amypolectine resteraient inattaqués; il 
suffit de saccharifier le méme amidon avec la méme diastase 
fraichement précipitée par Valcool et non desséchée pour 
obtenir un dérivé de lamylopectine identifiée avec l’amylo- 
dextrine de Baker, Or, ces auteurs ne se sont pas souciés de 
savoir si les faits constatés par eux n’étaient pas dus a des 
substitutions de cations dans les phosphates et les silicates 
associés avec l’amidon; bien qu’ils ne méconnaissent pas 
importance de ces matiéres minérales dans |’amidon puisque, 
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apres nous et avec moins de preuves que les nétres [14] et sans 
mentionner nos recherches, ils ont constaté [27] la présence de 
la silice dans l'amidon et qwils l’ont considérée comme un 
constituant normal de l’amidon. 

J, Effront [28], dans la derniére année de sa vie, a arraté ses 
études sur l’amidon par ces conclusions trés nettes : « L’hypo- 
thése de Maquenne et Roux, d’aprés laquelle l’amidon serait 
composé de deux substances chimiquement différentes : l’amy- 
lopectine el l’amylose (amidon artificiel) est erronée. 

L’amylopectine de M™* Gruzewska est un dérivé de l’amidon 
qui ne se trouve pas dans l’amidon naturel. 

La molécule d’amidon est d’une nature trés instable; a la 
température de la formation de l’empois elle se dépolymérise », 
et plus loin : « Les travaux de Maquenne et Roux ont mis en 
évidence le rdle primordial de la polymérisation dans cette 
branche de la chimie. » 

Or, malgré leur netteté, ces conclusions ne résolvent pas la 
difficulté. On croit comprendre que sil y a des matiéres diffé- 
rentes dans l’amidon, c’est qu’elles sont des dérivés d’une 
méme molécule instable et facilement dépolymérisable durant 
le chauffage, et repolymérisabie en d’autres produits aprés le 
refroidissement. Il semble que J. Effront néglige le fait que les 
véritables différences sont celles constalées au microscope 
durant l’attaque ménagée du grain d’amidon et non pas celles 
qui apparaissent dans les empois. De plus, l’auteur, qui 
apprécie fort importance économique des modifications dans 
la nature des sels pour le rendement industriel de la sacchari- 
fication, ne tient aucun compte théorique du role de la part 
minérale, et enfin, il attribue sans raison & Maquenne d’avoir 
introduit la considération de la polymérisation dans l'étude de 
Vamidon. 

Les opinions de tous ces auteurs sont insoutenables si l'on 
veut les considérer comme des fondements d’une théorie sur la 
constitution de l’amidon et, par contre, les faits qu’ils apportent 
sont explicables d’une maniére cohérente par la théorie de la 
complexité micellaire, laquelle est la seule qui donne une 
explication satisfaisante de l’existence indéniable de composés 
de solubilité différente dans l’amidon naturel. Notre théorie est 
aussi la seule qui puisse rendre compte de la diversité des pro- 
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duits dérivés durant la dislocation des micelles en micelles plus 
petites et en polyméres de polyméres. 

2° Les faits et les hypothéses qui suivent ont été apportés 
par des auteurs qui ont pris en considération la présence et 
l'influence de la matiére minérale dans l’amidon, mais qui ont, 
soit négligé la structure colloidale de l’amidon, soit adopté une 
théorie de l'état colloidal inadéquate au but. 

A. Fernbach [5] et J. Wolff et A. Fernbach (7, 8, 20] ont été 
les premiers, entre 1903 et 1907, 4 mettre en évidence le rdéle 
de la matiére minérale dans les propriétés de l’amidon; ils ont 
montré, d’une part, que l’acide phosphorique est contenu dans 
l'amidon comme un constituant naturel et, d’autre part, que 
les propriétés des empois, la fluidité et la limpidité des matiéres 
amylacées naturelles ou dénaturées, quant & leur solubilité 
dans l’eau chaude et quant a leur saccharification sous |'action 
des diastases, sont influencées par les variations de la réaction 
da milieu et par la nature des bases alcalines et alcalinoter- 
reuses. Ils ont été méme les premiers a souligner le fait que la 
chaux était un facteur de coagulation, soit spontané, soit dias- 
lasique, de l’amidon. Mais ils ont renoncé & préciser quel 
pouvait étre le lien entre la matiére minérale et la matiére 
organique; ils ont méme évité de relier les faits concernant 
l'acide phosphorique associé 4 la matiére amylacée avec le fait 
concernant les modifications de celles-ci sous lVinfluence des 
électrolytes étrangers, et Fernbach et Wolf, dans un mémoire 
publié en commun avec Maquenne [29], ont expressément 
disjoint les faits concernant la rétrogradation de ceux concer- 
nant l’amylocoagulase. C’est G. Malfitano qui a utilisé leurs 
résultats dans sa note de 1906 [1] pour appuyer son hypothése 
de la constitution de Vamidon suivant la structure des com- 
plexes du type [PO(C°H”0*. H20)"] = compensé par H+, N+, Cat 
ou Mgt et pour cela il a étroitement relié les trois sortes de 
faits : ceux, dépendant de la constitution micellaire de 
Yamidon, ceux concernant la présence de la matitre minérale 
et ceux concernant l’influence de la nature des cations sur les 
propriétés de l’amidon. Avec A. Moschkoff et moi-méme, 
G. Malfitano a soumis cette hypothése & des expériences 
variées qui prouvent l’inséparabilité de ces deux sortes de faits, 
coordonnés en une théorie cohérente. 
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K. Fouard [30], dans sa thése de 1911, réunissait ses 
recherches sur l'état colloidal de l’amidon, dans lesquelles il 
avait pris comme point de départ ce que selon Maquenne il 
appelait solution parfaite d’amylose préparée au moyen de 
Vamidon soluble de Wolff et Fernbach. En faisant sienne |’opi- 
nion de Maquenne il affirmait que l'amidon naturel n’est pas 
un colloide, mais qu'il le devient lorsque ses molécules se con- 
densent en granules ultramicroscopiques & la surface desquels 
viendraient se fixer les maltitres minérales par adsorption. Cet 
auteur, d’autre part, avait dosé les cendres dans l’amidon 
soluble et avait constaté que par le traitement dans HCl n/1.000 
la fécule de pomme de terre perd 1/3 environ et que par un 
traitement prolongé et répété elle perd les 2/3 de sa teneur en 
sels. Si E. Fouard avait tenu compte de I’hypothése de G. Mal- 
fitano qui avait déja assigné 4 l’amidon la structure de com- 
plexes de complexes, il aurait peut-étre songé & opérer, comme 
nous l’avons fait en 1923 [19], c’est-a-dire & doser par voie 
humide le P avant et aprés le traitement par l’acide; ainsi, il 
aurait pu constater que le P ne diminue presque pas et que la 
perte dans le poids des cendres doit étre attribuée 4 la substitu- 
tion des cations alcalins et alcalino-terreux par les cations H+ 
provenant de l’acide. Mais Fouard, en ayant envisagé le lien 
entre la matiére organique et la matiére minérale comme di & 
adsorption, devait opiner que l’acide déplacait en entier les 
sels, autant les anions que les cations, ce qui est contraire aux 
faits, comme nous l’'avons démontré. 

M. Samec, au début de ses recherches {34] sur les variations 
des propriétés de viscosilé des empois d’amidon, avait fait 
sienne l’hypothése de la constitution complexe organo-minérale 
de ’amidon, mais dans la suite il adopta les vues de Maquenne 
en ce qui concerne la distinction entre l’amylopectine et ’'amy- 
lose, toutefois il la développa en énongant l’hypothése que 
Vamylopectine était un ester de l’acide phosphorique combiné 
avec une molécule trés volumineuse d’amylose. I] a cru avoir 
confirmé cetle hypothése en faisant réagir [32] PCl* sur l’amy- 
lose et, en purifiant le produit par dialyse, il constata un 
accroissement stable en P?O0* de l’amidon ainsi traité. Cet 
auteur, dans son livre [33] remarquablement documenté, prend 
en considération la structure colloidale de l’amidon, en prenant 
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parti dans certains cas pour une constitution macromoléculaire 
et en atlribuant aux modifications de la structure de celle-ci 
les diversités de la matiére amylacée; mais pour expliquer 
d’autres faits il penche pour l’hypothase de Naegeli, & savoir 
que les micelles sont des microcristaux. Nous lui avons objecté 
[34] que l’hypothése de la macromolécularité de l’amidon doit 
étre interprétée dans te sens qu'une telle macromolécule doit 
étre un complexe de complexes contenant des -polyméres de 
polyméres; et qu’ainsi l’existence de molécules d’esters hexose- 
phosphoriques est envisagée dans une théorie plus compléte et 
plus adéquate aux faits, tandis qu’a elle seule la présence de 
ces esters ne peut expliquer tous les faits. Quant 4 Ja synthése 
de l’amylopectine, il est vraisemblable que l’accroissement de 
la teneur en P observé par Samec, qui persiste aprés dialyse, 
selon nous disparaitrait aprés une purification par le procédé 
de vongélation et que ce P soit a l'état d’acide, soit a |’état 
dester, n’est qu’adsorbé par Ja masse de l’amidon traité. 
M. Samec nous a répondu [35] que l’hypothése de la complexité 
micellaire de l’amidon était bien défendable et conciliable avec 
son point de vue. Ence qui concerne la présence et l’influence 
de l’acide silicique, M. Samec [36] a affirmé qu’on pouvait 
completement éliminer SiO’ par macération dans HF sans que 
l’amylocellulose perde sa résistance a |’attaque par l’eau chaude. 
Quant & nous, en faisant toutes réserves sur la possibilité de 
'élimination méme incomplate de SiO’, nous continuons & 
supposer vraisemblable que la résistance des amylocelluloses et 
des celluloses en général soit due non a la présence passive de 
5:0*, mais au fait que le polyglucide complexe synthétisé par 
lactivité de SiO‘ = est plus résistant & la dépolymérisation que 
le polyglucide complexe synthétisé par action de PO«= (1). 


(1) Ce mémoire était déja rédigé lorsque nous avons pris connaissance de 
la discussion entre P. Karrer et M. Samec derniérement parue (Helv. Chim. 
Acta, f. I, p. 43, 1932). Selon des expériences faites au laboratoire de Karrer 
la partie de l’amidon la plus soluble qui donne les solutions les moins vis- 
queuses contient autant d’acide phosphorique que la partie la moins soluble 
qui donne des empois trés visqueux. Selon Samee, la partie la plus soluble 
est l'amylose de Maquenne qui devrait ¢tre exempte d’acide phosphorique, 
et la partie la moins soluble qui forme les enveloppes est l’amylopectine qui 
serait un ester phosphorique de l’amylose. Cette. question ainsi posée par 
les auteurs reste sans solution parce que ce n’est pas la teneur en acide phos- 
phorique ni méme en acide silicique qui fait varier la solubilité et la viscosité 
de l’amidon, mais la nature et la valence des cations des amylosophosphates 
et des amylososilicates, comme nous l’avons montré [19] depuis 1923. 
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H. Tryller [37] en 1920, dans des recherches inspirées par 
des besoins de Ja technique des féculeries, a préparé au labora- 
toire de la fécule en traitant la pulpe de pomme de terre, dans 
un cas avec de l’eau distillée, dans un autre cas avec de l’eau 
ordinaire normalement calcique et il a montré que dans les 
deux lots la teneur en acide phosphorique est la méme, mais 
quant aux cations, dans l'eau distillée, ce sont surtout K avec 
des traces de Ca, et dans l’eau ordinaire ce sont inversement 
Ca avec des traces de K, voire méme qu’en comparant les pro- 
portions des deux bases on constate que la substitution se fait 
suivant des équivalents. La conclusion est nette et d’accord 
avec celle de G. Malfitano que cet auteur semble avoir ignorée : 
la constitution de l’amidon, selon lui, est celle d’un acide 
amylophosphorique auquel il assigne la formule suivante ': 


0 
wo 
ae 


(C*H*°08)n(OH)PO 
ou le rapport entre les deux composants est d’une molécule 
d’acide phosphorique pour 260 molécules de C°H'0*. Nous 
devons faire remarquer que Tryller assigne & l’amidon une 
teneur moyenne en acide phosphorique (1 milligr. 65 ou 
1 gramme) trop faible et qu'il ne tient pas compte qu’une part 
de la matiére amylacée puisse étre combinée avec |’acide sili- 
cique parce que la présence de ce dernier ne lui semble pas 
encore suffisamment éclaircie. Comme on voit, bien que Tryller 
rappelle lanalogie entre les propriétés de l’amidon et celles 
des permutites minérales étudiées par Freundich, il prend 
résolument parti pour assigner 4 l’amidon la constitution d’un 
composé double organo-minéral. 

Les faits ci-dessus exposés concernent surlout la présence de 
la matiére minérale dans les matiéres amylacées et l’influence 
que cette matitre minérale exerce sur |’état et les propriétés de 
la matiére organique, mais les hypothéses que les auteurs ont 
émises n’expliquent qu'une part des faits et ce n’est que dans 
la théorie de la complexité micellaire par degrés croissants que 
l'ensemble des faits et des hypotheses peut étre intégré dans un 
apercu cohérent. 

3° Les faits et les hypothéses qui suivent concernent la struc- 
ture des molécules organiques du glucide qui seraient les 
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composants de base de l’amidon; les auteurs n’ont pas pris en 
considération la structure micellaire de l’amidon naturel ni sa 
teneur en sels minéraux et ils n’ont pas suffisamment tenu 
compte de la nature du processus de dislocation et de dépoly- 
mérisation des micelles d’amidon par lequel ils ont obtenu les 
produits qu’ils ont étudiés. 

H. Pringsheim et ses collaborateurs [38] (39), en étudiant en 
1912-1914 les polyamyloses ou gommes de Schardinger obte- 
nues par action d’un microbe sur les empois d’amidon, ont 
assigné a ces produils, les uns cristallisables et les autres non 
cristallisables, les formules suivantes : 


KCSHA Os) 22 GSES Os \Fi# et NGeHA° Oat: 


Comme on voit, il y aurait des polyméres doubles et triples 
d’un diglucide et un polymére double d’un triglucide. H. Prings- 
heim et K. Wolfsohn [40] ont opiné que le triglucide serait le 
constituant de base de l’amylopectine et que le diglucide serait 
le constituant de base de amylose. Ainsi, les différences entre 
lamylopectine et amylose, selon Maquenne, sembleraient étre 
rattachées pour la premiére fois & des composés ayant des for- 
mules nettement différenciées, mais ce ne sont la que des pro- 
duits de la désagrégation ultime de lamidon et il faut noter 
que le produit 3 (C°H"O*) se dépolymérise avec la plus grande 
facilité en 2C°H"0° + C’H"O*, ce qui ne correspond en rien 
aux différences entre l’amylopectine et l’amylose qu'il s’agissait 
d’expliquer. 

P. Karrer [41], en ayant étudié les mémes produits, les 
considére comme des polyméres de la maltosane, anhydride du 
maltose, C?H0", et selon lui, toutes les matiéres amylacées ne 
seraient autre chose que des produits de polymérisation d’un 
nombre variable de termes, tous les mémes, qui sont des molé- 
cules de la maltosane et il rejette expressément l’hypothése que 
ces composés soient des chaines de U°H'O° reliées par des 
valences glucosidiques ; toutefois, il reconnait que les produils 
qu'il a étudiés ne sont pas transformés en maltose par la dias- 
tase et, Jusqu’a des nouvelles expériences, Videntification de 
ces produits avec la totalité des matitres amylacées n’est pas, 
sejon lui, définitivement prouvée. 

A. Pictet et ses collaborateurs [42] [43], qui ont étudié les 
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dextrines qu'on obtient en chauffant l'amidon dans le glycérol 
& 200°-210° ou par distillation séche dans le vide, ont pu isoler 
les polyméres (C’1I°0°)* et (C°H"O*)? et montrer que le premier 
se scinde en donnant 2 deuxiémes et que ce dernier se scinde en 
(C°H"O)* et C°H"O*; par extrapolation de leurs résultats, ces 
auteurs admettent l’existence du polymére (C*H0*)* qui se 
scinderait en 3 polyméres de (C*H0°). De plus, ils ont obtenu 
la polymérisation artificielle (44) en présence de ZnCl? des 
molécules C‘H"O* en polyméres de 2, 4, 8 et 16 termes. Ces 
faits montrent que méme dans les produits les plus dégradés 
de l'amidon ainsi que dans les premiers produits de la polymé- 
risation de la glucosane se manifeste le caractére de polymére 
de polyméres prévu par la théorie défendue ici. 

Tous ces faits ne concernent pas l’amidon, mais des com- 
posés purement organiques détachés du complexe ov ils étaient 
groupés en polyméres de polyméres de plusieurs degrés et 
associés avec des silicates et des phosphates. Selon la théorie 
de la complexité micellaire, ce sont li les divers termes de 
la décomposition des amyloses, c’est-a-dire les dextrines les 
moins polymérisées. 

Ces faits sont, d’autre part, du plus haut intérét parce que ces 
composés, les plus dégradés et les plus déshydratés, par leurs 
propriétés, prouvent le bien-fondé de I’hypothése émise en 
1912 par G. Malfitano et A. Moschkoff (17) que l’amylose qui 
est le glucide hydraté, le constituant organique de base de 
l'amidon, a une constitution qui peut étre représentée par les 
formules que voici : 

SN C*HO* OCHO? ON) tes. 
ou mieux : 


‘| CoH*°O%. OH)H}[(C*H°O*. OH) H» —1 fH... 


4° En général, tous les auteurs qui se sont occupés de la 
question de l’amidon depuis ces derniéres vingt-cing années 
n'ont fait que des allusions trés rares et tres peu expliciles & la 
théorie de la complexité micellaire défendue ici; c’est que vrai- 
semblablement |’intérét d'une telle théorie n’apparait que si 
lon est déji convaincu de l’insuffisance des notions de l’an- 
cienne chimie moléculaire comme aussi de l’insuffisance des 
notions les plus couramment admises actuellement en chimie 
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colloidale. C’est cela le sens des objections les plus directes 
qu'on a faites & notre théorie, celles de M. Samec briévement 
résumées plus haut et celles surtout de M. Scheen que nous 
allons examiner plus amplement. 

M. Scheen, dans son rapport [45] remarquablement complet 
sur l’état actuel de la question de |’amidon que nous avons 
nous-mémes utilisé avec profit, critique surtout les notions 
d’amylopectine et d’amylose telles que Maquenne et Roux les 
ont introduites. Il met & jour d’une maniére péremptoire que 
ces notions théoriquement mal définies ne correspondent pas a 
des faits expérimentalement bien déterminés, toutefois il ne se 
prononce ni pour l’unité de composition de l’amidon ni pour 
une explication plausible de la différence microscopique indé- 
niable qu'on constate entre les matiéres amylacées. I] recon- 
nait bien V’influence de la malitre minérale sur les propriétés 
de l’amidon, mais il croit suffisante pour les expliquer la 
notion de l’adsorption. M. Scheen a rejeté l’hypothése de 
Samec, savoir que l’amylopectine est un ester phosphorique 
de l’amylose, en opinant qu’un ester, ou un radical d’acide 
phosphorique serail associé avec un groupe de quelques cen- 
taines de molécules du glucide, est invraisemblable. Il considére 
comme insuffisante aussi l’hypothése de la complexité, malgré 
les faits nombreux trés significatifs sur lesquels, 4 son avis 
méme, elle est basée, parce qwelle ne lui. parait pas conforme 
aux notions de la chimie organique. Ses objections se résument 
ainsi : « La maniére dont la matiére amylacée et les électro- 
lytes sont liés ensemble ne serait pas élucidée dans notre 
théorie. » A cette objection on peut répondre que la liaison 
dans les complexes werneriens par cette valence spéciale 
qu’on appelle coordonnance est une notion désormais couram- 
ment admise. Dans le cas le plus simple, par exemple, c’est 
selon une telie liaison qu’une molécule HCl est associée avec 
une molécule NH* dans le composé complexe : 


(NH*H]Cl, 


mais peut-étre M. Scheen opine comme nous que la notion de 
complexes werneriens est peu en faveur parmi les chimistes 
organiciens qui trouvent plus aisé de faire jouer toutes les 
ressources de la tétravalence du carbone. 
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La possibilité de séparer la part qui, dansl’amidon, estassociée 
avec l'acide phosphorique de la part quin’en contient pas, semble 
aM. Schen une difficullé pour notre théorie. Or, c’est G. Malfi- 
tano et A. Moschkoff [46] qui ont montré pour la premiére fois 
qu’en chauffant les empois & 120°-130° et en les soumettant a la 
congélation on arrive & séparer la plus grande partie de l’acide 
phosphorique lié avec une faible partie de la matiére amylacée 
qui est la part qui reste en solution aprés le dégel, tandis que la 
plus grande partie de la matiére amylacée organique est coagulée 
par l’effet de la congélation et devient de plus en plus pauvre 
en sels minéraux durant une suite d’opérations. Dans des 
recherches successives auxquelles j'ai collaboré [13], nous avons 
montré que la séparation d’avec la part minérale n’est pas une 
purification, mais une décomposition de la micelle de l’amidon 
naturel et ce sont la non pas des difficuités, mais les raisons 
mémes de faits sur lesquels est fondée notre théorie. 

L’hypothése de la complexité micellaire semble 4 M. Scheen 
trop compliquée; il est vrai que l’usage qu'il fait du mot com- 
plexe lui suggére lidée d'un composé compliqué et non pas 
celui d’un type spécial de composé comme nous |’entendons 
au sens de Werner. M. Scheen préfére 4 la notion de complexité 
une notion plus simple et plus claire, celle de l’adsorption. 
Cette notion s’applique surtout a des équilibres de surface et 
puisque l’acide phosphorique n'est pas déplacé par traitement 
des grains d’amidon par HCl, M. Scheen admet qu’il s’agit dans 
ce cas d’une adsorption spéciale plus robuste. La preuve de la 
justesse de son hypothése, il la cherche dans le fait découvert 
par A. Fernbach, a savoir que les plus petits grains sont les 
plus riches en acide phosphorique. En invoquant les considé- 
rations toutes métriques de la dispersoidologie sur l’'augmen- 
tation de la surface dans un poids donné de grains avec la 
dimension de la grosseur, il faitremarquer que c’est ainsi qu’on 
peut expliquer que les petits grains retiennent plus d’acide 
phosphorique que les gros. Quant 4 nous, cet argument ne 
nous parait pas convainquant parce qu'il est plus simple 
d’admettre que les petits grains sont constitués de micelles 
biologiques plus petites dont chacune est ainsi plus riche en 
acide phosphorique que les grosses micelles plus riches en 
glucides qui constituent les gros grains. 
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C’est en envisageant le mode de formation des micelles aux 
dépens des composés hexose-phosphoriques de la cellule et 
aux dépens de ces micelles la formation du grain d’amidon, 
que l’hypothése d’adsorption adoptée par M. Schwn apparait 
invraisemblable; elle implique que c’est seulement lorsque le 
erain est déja formé que les sels de l’acide phosphorique sont 
adsorbés, et par la surface du grain seulement. Cette hypo- 
these est d’ailleurs, contredite par l’expérience suivante 
lorsqu’on fait gonfler et éclater avec ménagement les grains 
sans détruire les enveloppes, on obtient en solution la matiére 
de l’intérieur des grains et nous avons constaté dans le produit 
de la congélation que le rapport entre l’acide phosphorique et 
la matiére organique est dans quelques cas voisin de celui qui 
existe dans le grain tout entier. 

Les critiques de M. Schen ne tiennent pas compte de notre 
préoccupation principale, celle d’assigner aux anions phos- 
phoriques et siliciques un role primordial et indispensable dans 
la synthése des matiéres amylacées et ce role ne peut étre que 
celui de centres de la formation des micelles. De plus, ce n’est 
que grace 4 celte hypothése conforme a la structure des com- 
plexes qu’on obtient une explication cohérente de l'ensemble 
des propriétés de l’amidon; autrement, comme le font M. Scheen 
et les autres auteurs, il faudrait, pour expliquer les propriétés 
de l’amidon, autant d’hypothéses qu’il y a de faits. 


CONCLUSIONS. 


Un apercgu du résultat de l'expérience chimique durant ces 
vingt-cing années en ce qui concerne en particulier ]’amidon 
eten général en ce qui concerne les théories de l'état colloidal 
sera la conclusion de cet exposé. 

Ce résultat ne peut étre que conforme a celui de toute la 
recherche scientifique, dans laquelle & chaque époque, entre 
les hypotheses, les tendances et les doctrines les plus opposées, 
il apparait une hypothése d’abord méconnue, qui parvient 
ensuite & coordonner les anciennes. En effet, la théorie de la 
complexité micellaire a été destinée 4 développer, d’une part, 
les hypothéses et les méthodes de l’ancienne chimie molécu- 
laire, et, d’autre part, & faire valoir les méthodes et les théo- 
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ries les plus récentes de la chimie physique. Dans ces dernidres 
années plusieurs auteurs ont proposé des théories se rappro- 
chant de la ndtre, mais il semble bien que celle de la com- 
plexité micellaire soit encore Ja plus complete. 

L’hypothése que les colloides sont constitués de molécules 
non électrolytes groupés autour de l’ion d'une molécule ionisée, 
comme cela a lieu dans la formation des brouillards et comme 
cela doit avoir lieu aussi dans la structure de ces composés 
doubles qu’on appelle complexes werneriens, fut émise par 
G. Malfitano [9| en 1904. Cette hypothése était justifiée d’abord 
par l’insuffisance des hypothéses qui attribuaient aux colloides 
la constitution de molécules trés volumineuses considérées, 
au sens strict du mot, comme des groupements d’atomes; telle 
était la théorie émise par Grimaux et reprise pac Wyrouboff 
et plus tard par P. Bary, & laquelle ne pouvaient que se rat- 
tacher, quant a l’amidon, les hypothéses de Maquenne. A cette 
hypothése G. Malfitano opposait celle d’une nouvelle sorte 
d’unités matérielles de grosses molécules au sens large du mot, 
constituées par le groupement de plusieurs molécules diffé- 
rentes selon le type proposé par Werner pour les cobaltamines, 

La théorie des colloides la plus vraisemblable a cette époque 
était fondée sur l’hypothése émise par Hardy et dont J. Perrin, 
dans ses études sur l’électrisation de contact, avait fait une 
véritable théorie, en supposant que les colloides sont consti- 
tués de granules ou de goultelettes formés dun nombre quel- 
conque de molécules & Ja surface desquelles sont fixés par 
absorption des ions. Cette doctrine a été considérée par G. Mal- 
fitano adéquate aux faits des suspensions et des émulsions 
constituées de granules et de gouttelettes mécaniquement 
divisés, mais tout a fait insuffisante & expliquer le mode chi- 
mique de formation des micelles par le groupement de molé- 
cules et d’ions. En ce cas, au schéme de charge périphérique, 
suffisant pour les équilibres d’absorption, il lui sembla préfé- 
rable le schéme de charge centrale suffisant et nécessaire pour 
expliquer la formation de véritables composés complexes sté- 
chiométriques que sont les colloides proprement dits | 46|. 

L’hypothése de la complexilé micellaire mise & l’épreuve de 
lexpérience dans les recherches sur la formation des micelles 
Whydrate ferrique chloruré et sur la dégradation des micelles 
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d’amidon amena G. Malfitano [47] & mettre en évidence le fait 
vraiment nouveau & |’époque que les micelles colloidales sont 
de véritables unités et qu’elles s’accroissent ou se dégradent 
suivant une progression ou régression géométrique comme des 
complexes de complexes suivant plusieurs degrés de complexité. 
Ce mode de formation et de déyradation a été expressément 
désigné par lui dés 1910 comme le mode essentiel et caractéris- 
tique de la constitution et de la structure des colloides propre- 
ment dits, en faisant remarquer que la constance des dimen- 
sions des micelles et leurs variations suivant des multiples 
correspondent aux lois des proportions constantes et multiples 
de la chimie classique. L’importance de ce fait reconnue dés le 
début par J. Perrin et, bien que récemment prise en considé- 
ration, mais en passant, par quelques rares auteurs (A. Bou- | 
taric, M. Schoen), est encore généralement méconnue. Or, c’est 
ce méme fait qui a été mis en évidence dans ces derniers temps 
par ces trois découvertes. 

1° M. A. Machebceuf |48) a découvert que les molécules des 
lipides, des stérols et des protides sont groupées dans le sérum 
sanguin pour former de véritables combinaisons. 

° S. P. L. Sérensen [49] a démontré que l’albumine cristalli- 
sable contient des phosphates dont la proportion est constante 
durant des cristallisations fractionnées et que ces unités par 
électrodialyse sont disloquées en unités susceptibles de se 
regrouper et de reconstituer les unités cristallisables; il a 
appelé ces unités sys/émes de composants et vraisemblablement 
elles ne sont autre chose que des complexes de complexes de 
phosphates et de protides ot les protides sont des poiymeéres 
de polyméres suivant la prévision exprimée par G. Malfi- 
tano [50]. 

3° The Svedberg [51] a déterminé par ultracentrifugation 
les poids moléculaires des protides qui sont les constituants 
des organismes, et a neltement constaté que ce sont des unités 
dont le poids moléculaire peut atteindre et dépasser 1.000.000, 
lesquelles unités se dégradent chacune en un nombre petit et 
déterminé d’unités qui, 4 leur tour, se dégradent aussi suivant 
la méme régle; et c’est 1a assurément le fait qui ne peul étre 
interprété que selon la théorie des composés micellaires de plu- 
sieurs degrés de complexité. A ce titre, il nous semble 
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opportun de citer ces passages tirés du mémoire cité plus 
haut [50], paru en 1927, avant ces trois découvertes 

« N’avons-nous pas le droit de dire que des molécules (il 
s'agit d’albumines cristallisables) il y en a, mais que ce a 
quoi nous avons affaire, c'est aux complexes de ces molécules 
organiques avec des molécules minérales. Ces groupements 
d’acides aminés, condensés ou polymérisés, vraisemblablement, 
ces polyméres de polyméres ne se détachent des phosphates 
auxquels ils étaient combinés naturellement que lorsque 
ceux-ci sont remplacés par un autre sel additionné abondam- 
ment. Cette albumine qui cristallise n’était-elle pas plutét 
extraile que purifiée étant séparée, vraisemblablement détachée, 
des globulines? C’est que l’on n’a point, en ce cas, affaire & un 
simple processus de cristallisation dans lequel on peut facile- 
ment admettre que la matiére qui cristallise préexiste en 
mélange avec d’autres matiéres élrangéres ; ici, c’est plutot un 
processus d’extraction par décomposition suivie de fractionne- 
ment de constituants trés apparentés entre eux, provenant tres 
vraisemblablement d’un ensemble que nous voudrions consi- 
dérer comme une micelle biologique groupant des micelles 
chimiques qui, durant ce processus, sont décomposées et 
séparées en fragments dont chacun est un ensemble de com- 
posés analogues et dont les différents fragments représentent 
des degrés de complexité décroissante. Celles qui cristallisent 
sont les moins complexes par rapport aux globulines, mais 
sont plus complexes par rapport aux acides aminés. C’est en 
tout cas le type structural des complexes qui est le trait carac- 
téristique de ces protéines. » 

La complexité structurale suivant des degrés croissants en 
proportion géométrique, comme G. Malfitano et moi l’avons 
exposé dans un récent travail [52], désormais doit étre consi- 
dérée comme une notion fondamentale en chimie. C’est que les 
notions d’éléments et de composés sont maintenant devenues 
des abstractions, car aucun corps ne peut plus étre considéré 
comme un élément, mais tous les corps doivent étre considérés 
comme des composés. La notion de complexité chimique peut 
étre énoncée ainsi : Toutes les combinaisons stéchiométriques 
sont constituées d’unités, composées d'un nombre petit et déter- 
miné d’unités de degré inférieur et pouvant composer, suivant 
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la méme regle, des unités de degré supérieur. En considérant 
qu’actuellement on admet l’existence de trois sortes d’unilés 
matérielles : atomes, molécules et plurimolécules (polyméres 
et complexes), nous avons proposé d’admettre une quatriéme 
sorte dunités : les polyméres de polyméres et les complexes de 
complexes. Ce sont des unités de cette quatriéme sorte qui sont, 
selon nous, les micelles des colloides proprement dits, celles 
qu’actuellement certains auteurs considérent comme des macro- 
moléculesetd’autres comme des phases cristallines ou amorphes 
d'un nombre quelconque d’unités. 

Le point de vue et le but dans lequel G. Malfitano a été 
amené & concevoir Vhypothése de la complexité micellaire 
était celui d’une théorie adéquate aux difficultés de la chimie 
biologique. Dés son début [53] cette hypothése était destinée 
surtout & représenter les faits de Ja protéolyse, c’est-a-dire de 
la dégradation des albumines en albumoses et peptones, due a 
la substitution des cations polyvalents par des cations mono- 
valents dans les complexes organo-minéraux. Ensuite, cette 
théorie a été généralisée pour rattacher les doctrines chimiques 
aux doctrines biologiques par l’intermédiaire de la notion de 
micelle biologique considérée comme le constituant spécifique 
des cellules. En fait, les fonctions de la micelle biologique 
préconisée par Naegeli ne peuvent étre expliquées ni par la 
notion de macromolécules, ni par celle de microcristaux et c’est 
la notion de complexes organo-minéraux qui seule parait adé- 
quate aux faits. 

La micelle biologique serait constituée de micelles chimiques 
et sa haute complexité permettrait le groupement dans une 
méme unité d’individus chimiques plus ou moins autonomes 
ayant des fonctions différentes et méme opposées pour assurer 
ces 6changes compliqués qu’on appelle métabolisme. Une telle 
micelle biologique ne peut se former au hasard des rencontres 
entre molécules et ions, mais elle doit prendre naissance au 
sein des micelles pareilles pré-existantes. Celles-ci assimilent et 
désassimilent des matériaux a état de molécules et d‘ions; 
elles s'accroissent par intussusception et reproduisent des indi- 
vidus de méme espéce, comme le font des organismes vivants. 
Ainsi, la micelle biologique serait le véritable intermédiaire 
entre l’individu chimique et l'individu biologique. 


SUR L'ETAT MIGELLAIRE DIT COLLOIDAL 533 


La chimie biologique doit étre surtout une chimie micellaire 
et elle a comme objet propre la micelle biologique. Sans doute, 
on doit y étudier aussi les réactions qui se passent entre des 
composés moins complexes, mais celles-ci ne sont que des pro- 
cessus accessoires et la matiére & l’état de molécules et d’ions 
ne constitue que des aliments ou des déchets ou des adjuvants 
des fonctions biologiques. 

Pour importantes qu’elles soient, les réactions moléculaires 
lorsquw’il s’agit de la matitre vivante sont insuffisantes A 
expliquer la constance de sa composition et a la fois la 
diversité des réactions chimiques gui ont lieu dans son 
sein; on ne peut avoir recours qu’é une hypothése d'une 
structure complexe suffisante & déméler la complication et 
a coordonner les réactions chimiques aux fins des fonctions 
vitales. 

Enfin l’existence de micelles biologiques n’est plus hypothé- 
tique, c’est un fait expérimental et les expériences ci-dessus 
prouvent qu’elles sont constituées comme des complexes de 
complexes. 


Résumn. 


L’amidon naturel doit étre considéré comme constitué de 
micelles biologiques qui sont constituées de micelles chimiques 
et celles-ci sont des complexes de complexes organo-minéraux. 
Le complexe qui est le constituant de base de l’amidon est un 
composé d’amylose avec des silicates ou des phosphates alcalino- 
terreux. L’amylose est un polymére de polymére de molécules 
doubles C°H0°. H?O et elle n’existe séparée de la part miné- 
rale qu’aprés dislocation des micelles de |’amidon naturel. Les 
complexes amyloso-siliciques constituent /amylocedlulsse, les 
complexes amyloso-phosphoriques constituent /’amylopectine ; 
mais les propriétés de gonflement, de dépolymérisation et de 
solubilité de l’amylocellulose et de l’amylopectine dépendent 
de la nature et surtout de la valence des cations. L’amylocel- 
lulose et l’amylopectine, étant des amyloso-silicates et des 
amyloso-phosphates, réagissent par double décomposition avec 
des sels, des acides et des bases en échangeant leurs cations 
contre ceux de ces réactifs. L’amylose, comme tous les glucides, 
ne peut fixer de cations qu’aux dépens des bases. 
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Les schdmes suivants représentent la simplification de la 
structure de ces complexes micellaires : 


[Po'(C*H!°H®. H0)7] = 
compensé par H+, K+, Cat, Mg { et aussi : 


| Po*(C*HO*, H*O)*H, K, Ga; Mg}/(Po4(C*H!°O. H20)] | = 


compensé par H+, K+,Cat, Mgt, les groupements (C*H"0*.H?0)’ 
étant constitués ainsi : 


m | n{p(CsH90%.H?0) }. 


Les quatre conditions suivantes, déduites des schémes ci- 
dessus indiqués, sont caractéristiques des composés micellaires 
en général et de l’amidon en particulier : 

4° Les dimensions des micelles sont constantes et chaque 
micelle se dégrade en un nombre petit et déterminé d’autres 
micelles; ainsi les dimensions varient suivant une raison géo- 
métrique. Les micelles peuvent s'agréger en nombre quelconque 
pour former des amas ou des coagulums ; 

2° La composition des micelles 4 l’origine est au moins 
double et comporte des molécules ionisables et non ionisables 
(dans le cas de l’amidon minéral et organique); Ja matiére 
minérale est le facteur de synthése de la micelle; 

3° Dans l’ion complexe micellaire lion ordinaire qui con- 
fere la charge (Po‘=et SiO‘=, dans le cas de l'amidon) est 
situé au centre des composés non électrolytes qui forment 
autour de lui des couches superposées; les ions ordinaires 
(H+ K+ N+, Cay, Met, etc. dans le cas de l’amidon) qui com- 
pensent la charge centrale sont en partie & l’extérieur et en 
partie dans les couches plus ou moins profondes de lion com- 
plexe. C’est lorsque les micelles ne sont pas ionisées et forment 
des amas que l’adsorption d’ions ou électrisation de contact 
avec ses charges périphériques peut intervenir; 

4° Les propriétés de stabilité, de gonflement, de dépolymé- 
risation et de solubilité des micelles dépendent de la nature et 
de la valence des cations qui compensent l’ion micellaire et par 
conséquent des électrolytes présents dans le milieu; en général 
la micelle n’est stable et autonome qu’étant ionisée; et en par- 
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ticulier celles de l’amidon étant dépourvues de charges s’agglo- 
mérent par effet de la congélation des empois. 

Tous les faits qui concernent les composés micellaires en 
général et l’amidon en particulier peuvent étre coordonnés 
suivant ces quatre conditions, lesquelles permettent aussi de 
reconnaitre quelle est la part bien fondée des autres théories 
et de Jes réunir en un ensemble cohérent selon la théorie de la 
complexité micellaire qui est la plus générale. 
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